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RESUMO

Diplopodos sdo animais intimamente envolvidos com a manutengdo do
ecossistema, pois apresentam uma contribuicdo bastante significativa para o meio
ambiente; revolvem o solo durante a locomogdo, o que ocasiona aeracdo do mesmo e
melhora a agdo de microrganismos, na medida em que auxiliam no aumento da
microflora através de suas fezes e através da alimentacdo de matéria organica em
decomposicdo. Estes animais ndo apresentam populagdes numerosas, mas podem
ocorrer explosdes populacionais, decorrentes de mudancas climaticas, utilizagdo de
pesticidas entre outros desequilibrios ambientais. Apresentam poucos predadores devido
ao exoesqueleto resistente que os tornam impalataveis, além da presenca de glandulas
de defesa que liberam fortes substancias de agdo repulsiva. As estratégias de defesa dos
milipedes podem ser classificadas em fisicas e quimicas, onde se destacam o ato de
enrolar-se e o fluido defensivo, respectivamente. O milipede Urostreptus atrobrunneus
tem apresentado pontos de infestagdo em centros urbanos do estado de Sao Paulo,
causando muitos transtornos a populacdo humana. Por se tratar de uma espécie pouco
conhecida, realizar um estudo sobre as glandulas de defesa destes animais ¢
interessante, uma vez que a mesma vem apresentando um maior contato com
populacdes humanas e de outros animais. Face ao exposto foi objetivo deste trabalho: 1)
Realizar uma revisdo sobre os mecanismos de defesa dos milipedes, comparando-os
com os encontrados nos artropodes e correlacionando as semelhangas observadas entre
os grupos. 2) Descrever a morfologia da glandula de defesa do milipede U.
atrobrunneus por meio de técnicas histologica, histoquimica e ultraestrutural. 3)
Analisar os compostos volateis presentes na secrecao defensiva do milipede por meio da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). As analises
permitiram verificar que a glandula de defesa do milipede U. atrobrunneus ¢ do tipo 2,
segundo a classificagdo proposta na literatura por Eisner et al. (1978) para glandulas de
defesa de diplopodos; esta glandula € composta por um saco glandular esférico dotado
de um ducto; este tipo glandular ¢ comumente encontrado nos representantes da ordem
Spirostreptida; o epitélio da glandula ¢ formado por células glandulares classificadas
como de classe 1 e classe 3, de acordo com as descrigdes propostas por Noirot e
Quennedy (1974, 1991), para células glandulares de insetos; a estrutura glandular
apresenta externamente uma musculatura bem desenvolvida. A secre¢do defensiva
apresenta benzoquinonas, benzaldeidos e os isomeros destes compostos em sua

constitui¢do, os quais sdo caracteristicos da ordem Spirostreptida, a qual pertence o



milipede U. atrobrunneus. A secre¢do defensiva dos milipedes compartilha de muitas
semelhancas com as secre¢des defensivas de outros artropodes, ou seja, este grupo
utiliza praticamente as mesmas substancias toxicas e volateis para repelir predadores e
se proteger. Existe semelhanga também quanto ao aparelho glandular, o qual na maioria
das vezes € uma estrutura sacular provida de um ducto.

Palavras-chave: Diplopoda, mecanismos de defesa, secre¢do defensiva, histologia,

ultraestrutura, cromatografia gasosa-espectrometria de massas (GC-MS).



ABSTRACT

Diplopods are animals intimately involved in ecosystem maintaining since they
show a very significant contribution to the environment; revolve the ground during
transportation, which leads to aeration of the same and improves the action of
microorganisms, to the extent that assist in the microflora increase a through their feces
and by feeding on decaying organic matter. These animals do not have large
populations, but population explosions resulting from climate change, use of pesticides
and other environmental imbalances. Have few predators due to the tough exoskeleton
that make them unpalatable, and the presence of defensive glands that release
substances of strong repulsive action. The defense strategies of millipedes can be
classified into physical and chemical, which highlights the act of rolling up and
defensive fluid, respectively. The millipede Urostreptus atrobrunneus have presented
points of infestation in urban centers of the Sdo Paulo state, Brazil, causing much
disruption to the human population. Because it is a little-known species, conduct a study
on the defense glands of these animals is interesting, since it has shown greater contact
with human populations and other animals. Given the above, the objective of this study
was: 1) Conduct a review of the millipedes defense mechanisms, comparing them with
those found in arthropods and correlating the similarities observed between the groups.
2) Describe the morphology of the defense gland millipede U. atrobrunneus by
histological, histochemical and ultrastructural techniques. 3) Analyze the volatile
compounds present in the defensive secretion of the millipede by coupled mass
spectrometry gas chromatography (GC- MS). The analysis allows to verify that the
gland 's defense of U. atrobrunneus is of type 2, according to the classification proposed
in the literature by Eisner et al. (1978) for glands defense diplopods; this gland is
composed of a spherical glandular bag fitted with a duct, this glandular type is
commonly found in representatives of the Spirostreptida’ order. The epithelium of the
gland is formed by gland cells are classified as class 1 and class 3, according to the
description proposed by Noirot and Quennedy (1974; 1991) in glandular cell of insects;
externally glandular structure has a well-developed musculature. The defensive
secretion has benzoquinones, benzaldehydes and isomers of these compounds in its
constitution, which are characteristic of the Spirostreptida’ order, which the millipede
U. atrobrunneus belongs. The defensive secretions of millipedes shares many
similarities with the defensive secretions of other arthropods, ie, this group uses

virtually the same toxic and volatile substances to repel predators and protect



themselves. Similarity also exists as to the glandular system, which in most cases is a
sac-like structure provided with a duct.
Keywords: Diplopoda, defense mechanisms, defensive secretion, histology,

ultrastructure, gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).



SUMARIO

1. INTRODUGAOQ ..cuueerrercrererenenesesesesescsesesesesesssesesssesssesesssssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssses 11
2.REVISAO DA LITERATURA ...uooeeeeeeeeerenesenesssesssssnsssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssnssssnes 13
2.1 INFESTACAO POR DIPLOPODOS .....euuueueeeeeeeeeeeeeeeeeseseseneeesesesssssesensnnsnnnnes 13
2.2 IMPORTANCIA ECONOMICA DOS MILIPEDES ... eeeeees 15
2.3 IMPORTANCIA ECOLOGICA DOS MILIPEDES ....ceeeueeee e e ettt eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 17
2.4 MECANISMOS DE DEFESA EM MILIPEDES ....evuuueeteeet e 19
ARTIGO 1 oo e e e e e e e e e 20
3. OBUETIVOS oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 46
4. METODOLOGIA.........coeeeeeereeeeecceeereeessssessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssses 47
5. RESULTADOS o eeeeeeeeeeeereresesesesssesesssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 50
ARTIGO 2 e e e e e e e e e e e e e re e e e e e e e e ae e e e eereeeeaaaens 51
ARTIGO 3 oot e e e e e e e e e e re e e et e e e e e ae e e e e e e e e eaans 76
6.CONCLUSOES FINALIS ...cououerieeeerererereeerssesssssessssssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasess 91

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS o.eoveeeeeeeeeeeesesessesessesessesesessesessssessssessssssesssssssssenes 93




11

1. INTRODUCAO

Myriapoda ¢ um subfilo dos artrépodes que agrupa os animais segmentados com
um elevado numero de pernas, os quais compreendem as classes: Chilopoda,
Diplopoda, Pauropoda ¢ Symphyla. Os miriapodes sdo agregados com os Hexapoda
(insetos e classes proximas) num grupo geralmente sem categoria taxondmica,
denominado Tracheata, antigo Uniramia, que inclui os artropodes cujos apéndices nao
sao ramificados (RUPPERT et al., 2005).

A classe Diplopoda compreende os animais que sdo conhecidos geralmente
como milipedes, em alusdo ao niimero de pernas que possuem, ou seja, dois pares por
segmento, € mais comumente, no Brasil, conhecidos como piolho-de-cobra, emboa,
gongold, etc. Sdo animais que possuem habitos predominantemente noturnos, evitam a
luz e vivem sob folhas, rochas, troncos; alguns habitam cavernas e ninhos de formigas e
cupins (KIME; GOLOVATCH, 2000).

Apresentam distribui¢do cosmopolita, podendo ser encontrados em todas as
regides zoogeograficas, exceto na Antartida. Sdo mais abundantes nos tropicos, sendo a
fauna tropical, particularmente pouco conhecida; poucas espécies sdo encontradas no
litoral, deserto ou em ambiente semiaquatico (KIME; GOLOVATCH, 2000).

Atualmente sdo reconhecidas 144 familias de milipedes, os quais sao
classificados em 15 ordens, que estdo dispostas em trés subclasses: Penicillata,
Pentazonia e Helminthomorpha. A subclasse basal Penicillata contém representantes
que sdo caracterizados como milipedes providos de cerdas, sdo habitantes do solo,
muito pequenos, com cuticula ndo calcificada, o grupo contém cerca de 80 espécies
nominadas. A subclasse Pentazonia (que compreende trés ordens, Glomeridesmida,
Glomerida e Sphaerotheriida) ¢ representada pelos milipedes de corpo curto,
comprimido, os quais sdo capazes de enrolar-se em uma esfera fechada. A subclasse
Helminthomorpha, compreende animais com uma cuticula fortemente calcificada, que
compreende a maioria das espécies de milipedes (BUENO-VILLEGAS et al., 2004).

Cerca de 12.000 espécies ja foram descritas em todo mundo, mas h4 estimativa
de que exista em torno de 80.000 (HOFFMAN et al., 2002). Entre as 20 familias de
diplopodos brasileiros, as mais conhecidas sdao Leptodesmidae, Spirostreptidae e
Rhinocricidae.

A alimentagdo destes animais consiste de detritos em geral, matéria organica em
decomposicdo, frutas, musgos, além de relativa quantidade de matéria mineral do solo

(SCHUBART, 1942). Deste modo, este grupo ¢ considerado importante na dinamica do


http://pt.wikipedia.org/wiki/Artr%C3%B3podes
http://pt.wikipedia.org/wiki/Animais
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solo, provocando maior aeragcdo e enriquecimento da matéria organica nele presente.
Nos desertos, os milipedes sobrevivem consumindo detritos organicos que se
aglomeram nas bases das plantas (CRAWFORD et al., 1987). Alguns milipedes chegam
a comer plantas vivas, mas isso geralmente se consiste de material macio e facilmente
digerivel, tais como briofitas, brotos novos, ou raizes finas (BAILEY; DE
MENDONCA, 1990). Existem milipedes que apresentam uma dieta mais especializada.
O milipede Polyxenus lagurus alimenta-se de algas que crescem nos troncos das arvores
(EISENBEIS; WICHARD, 1987). Algumas poucas espécies sao carnivoras
(HOFFMAN; PAYNE, 1969) e varias delas se alimentam de restos de animais mortos,
incluindo caramujos ¢ lesmas (SRIVASTAVA; SRIVASTAVA, 1967). Entretanto, o
sistema digestorio ¢ pobremente adaptado ao consumo de uma dieta carnivora na
maioria das espécies.

A maioria dos milipedes desloca-se de forma lenta e deste modo sdo incapazes
de recorrer a fuga para evitar ataques, sendo assim recorrem a meios fisicos ou quimicos
de defesa, dentre estes os que mais se destacam sdo: o comportamento de enrolar-se e o
ato de ejetar um fluido nocivo de suas glandulas de defesa (MEINWALD et al., 1966).

As glandulas de defesa estdo presentes na maioria dos milipedes, exceto nos
representantes da subclasse Penicillata, e das ordens Sphaerotheriida ¢ Chordeumatida;
geralmente hd apenas um par de glandulas de defesa por segmento, o que indica que
estas evoluiram apds o desenvolvimento dos diplossegmentos (HOPKIN; READ, 1992).

A presenca dos sais de célcio no tegumento torna os milipedes muito resistentes,
e a presenga das glandulas de defesa nestes animais torna-os praticamente impalataveis
e faz com que apresentem pouco ou nenhum inimigo natural (RUPPERT et al., 2005).

Mesmo diante destas caracteristicas, que dificultam a acdo de predadores, estes
animais normalmente ndo apresentam populagdes numerosas, porém, por algumas
razoes podem apresentar certo desequilibrio populacional em decorréncia de mudangas
climaticas e da utilizagdo de pesticidas. Muitos casos ja foram relatados nesse sentido,
onde diplopodos tornaram-se pragas, destruindo plantagdes ou infestando residéncias
humanas. Recentemente, o milipede U. atrobrunneus tem ocasionado este tipo de
problema (FONTANETTI et al., 2010a).

Em virtude disso, nos ultimos anos, as migragoes e explosdes populacionais de
milipedes, bem como infestacdes destes em centros urbanos ou em 4reas agricolas

ocasionando prejuizos econdmicos, tém se tornado comum, o que atraiu a atencdo de
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muitos pesquisadores (NIIJIMA; SHINOHARA, 1988; BOCCARDO et al., 1997; 2002;
FONTANETTI et al., 2010a).

Foi notificada uma infestagdo da espécie de milipede Urostreptus atrobrunneus
(Spirostreptida: Spirostreptidae) nas cidades de Paulinia (BOCCARDO, 1998) e
Campinas (FONTANETTI et al, 2010a), ambas localizadas no estado de Sao Paulo,
Brasil. Esta espécie foi descrita por Pierozzi e Fontanetti, 2006 e embora alguns estudos
estejam sendo desenvolvidos (FONTANETI et al., 2010b; 2012; MOREIRA-DE-
SOUSA; FONTANETTI, 2012) muito da biologia e comportamento reprodutivo da
mesma permanecem desconhecidos.

Diante do fato da espécie U. atrobrunneus ser considerada uma provavel
“praga” em centros urbanos do estado de Sao Paulo, torna-se interessante investigar o
mecanismo de defesa que esta apresenta, bem como a estrutura deste sistema e os
compostos presentes em sua secre¢cao defensiva, visto que ha o contato da espécie com a

populacdo humana e até mesmo com outros animais, que pode ocasionar acidentes.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Infestacao por diplopodos

Diplopodos normalmente apresentam equilibrio populacional, salvo as excec¢des
em que as alteracdes ambientais favorecem sua proliferacdo. A utilizacao de adubagdo
organica, por exemplo, aumenta as chances de uma explosao populacional de algumas
espécies, bem como o depdsito de lixo oriundo de podas de arvores e matos, que
oferecem alimento em abundancia e abrigo para estes animais (FONTANETTI et al.,
2007).

Apesar do papel de suma importancia que diplopodos apresentam na
decomposicdo de processos naturais em ecossistemas terrestres, muitos trabalhos
apresentam os milipedes em seu status de pragas.

Algumas espécies atingiram propor¢des de peste, alimentando-se de raizes,
como ¢ o caso da espécie Blaniulus guttulatus (HOPKIN; READ, 1992). Na Australia,
o julida Ommatoiiulus moreletii foi uma praga em algumas areas onde invadiram
residéncias (BAKER, 1985; McKILLUP, BAYLEY, 1990).

Na Africa, o algoddo e o amendoim sdo consumidos por diplopodos da ordem
Spirostreptida e os nimeros destes animais atingiram proporgoes epidémicas (HOPKIN,

READ, 1992).
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Kania e Tracz (2005) realizaram estudos sobre a expansdao populacional de
diplopodos na Polonia e Europa bem como em outras regides do mundo. Os autores
propuseram quatro possiveis razdes para a ocorréncia do aumento no numero de
individuos de Ommatoiulus sabulosus: 1- fatores climaticos; 2- abundéancia de alimento
no ambiente, a procura por novos recursos alimentares e falta de competi¢ao com outra
espécie por alimento; 3- procura por lugares pra depositar seus ovos; 4- procura por
lugares seguros para passar o inverno.

Sobre a infestagdo do milipede Urostreptus atrobrunneus (Spirostreptidae) nas
cidades de Paulinia e Campinas, no estado de S3ao Paulo (BOCCARDO, 1998;
FONTANETTI et al., 2007) que também representou um indicio de que esta espécie
poderia tornar-se uma provavel praga impulsionou os pesquisadores a avaliarem quais
os efeitos o inseticida Bendiocarb® poderia provocar na infestacdo do milipede U.
atrobrunneus, na cidade Campinas, Sao Paulo (FONTANETTI et al.,, 2010a). O
inseticida foi testado em condi¢des laboratoriais € logo ap6s sua aplicacdo observou-se
que os milipedes comportaram-se de modo a contrair seus corpos e expelir secre¢do de
suas glandulas de defesa, seguido de sua morte. Houve uma grande mortalidade,
demonstrando a eficacia do inseticida, pois este atua sobre o sistema nervoso central, e
de fato contribui para o controle destes animais. No entanto, constatou-se neste trabalho
que este inseticida pode ocasionar contaminacdo do meio ambiente, além de sua alta
toxicidade para seres humanos.

Pensa-se que estes animais sdo inofensivos, pois as reclamagdes sobre os
diplopodos sempre residiram em sua presenca incomoda, quando em grande nimero, o
desagradéavel odor que exalam quando mortos, as infestacdes e danos econdmicos que
provocam. No entanto, acidentes com diplopodos sdo muito comuns € podem se tornar
graves, porém dificilmente sdo notificados.

O jornal “Daily Mail” publicou em mar¢co de 2009, uma infestacdo em
Tallarook, Central Victoria, Australia, pelo milipede Ommatoiulus moreletii, o qual
causou prejuizos, pelo fato destes animais serem esmagados cruzando trilhos de trens,
causando cancelamentos de comboios devido a perturbagdo de equipamento de
sinalizagdo. No mesmo ano foi registrado que milhares de milipedes invadiram 1,2
milhas de pista, causando atrasos e cancelamentos de trens perto de Melbourne, no
sudeste da Australia. Esta ¢ uma espécie nativa de Portugal e foi acidentalmente

introduzida na Austrélia, onde desde entdo se tornou uma praga invasora.
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Recentemente foi noticiado que uma infestagao de milipedes pode ter sido uma
das causas de um acidente envolvendo dois trens na cidade de Clarkson, na Australia.
Os trilhos da via, de acordo com o jornal “Daily Mail (Setembro de 2013)”, estariam
cobertos por centenas de milipedes portugueses, que foram esmagados e fizeram com
que o trem escorregasse € batesse em outra composicao estacionada.

Observa-se que quando os milipedes encontram as condigdes ideais, como
alimentos em grande quantidade associados a condi¢des ambientais favoraveis para seu
desenvolvimento resultam em explosdes populacionais. Vale ressaltar que essa alta
proliferacdo afeta nao s6 de modo incomodo, mas também pode afetar a economia, uma
vez que estas explosdes populacionais também ocorrem em lavouras e podem ocasionar

danos significativos.

2.2 Importancia econémica dos milipedes

Brade-Birks (1929; 1930) comentou que, embora diplépodos sejam benéficos,
também podem ser prejudiciais e isso parece ser um consenso de opinides entre 0s que
trabalham com plantas cultivadas. Em comparagdo com os insetos, seus efeitos
econdmicos em escala global sdo negligencidveis; os tipos de perturbacdes podem ser
manifestados de duas maneiras: primeiro se alimentando nas culturas e segundo, quando
ocorrem em grandes agregacdes especialmente em casas.

Danos econdmicos significativos nas colheitas de raizes foram ocasionados pelo
milipede Blaniulus guttulatus (HOPKIN; READ, 1992).

Foram realizadas varias reclamagdes sobre milipedes que causaram danos as
lavouras, a maioria dos relatos foi na cultura de beterraba e batata, mas morango,
pepino, pomares de frutos e flores também foram relatados como alvos para os
milipedes Brachydesmus superus, Oxidus gracilis e varios outros blaniulideos (Julida)
em regides temperadas (MAFF, 1984).

Cloudsley-Thompson (1950) afirmou que entre 1944 e 1949, mais de 100 casos
de danos causados por milipedes foram registrados na Gra-Bretanha, sendo 90% destes
casos atribuidos ao milipede Blaniulus guttulatus, em sua maioria em culturas de batata
ou de beterraba. De acordo com Biernaux (1966), danos deste tipo em uma plantagio de
beterraba na Bélgica em 1965, causaram uma diminui¢ao de 22% em peso total da safra
e uma redugdo de 25% em peso de aglcar produzido, deste modo, milipedes podem ter

importancia economica local consideravel.
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Hé relatos de que os piolhos-de-cobra também podem danificar sementes em
germinagdo de plantas florestais, como a acicia negra, causando falhas no plantio e
obrigando o replante em grande numero de covas. Atacam ainda batata, pepino, couve-
flor, trigo e milho entre outras (CORSEUIL et al., 1986). Schubart (1942) descreveu o
ataque de Orthomorpha coarctata (Polydesmida) e Oxidus gracilis (Polydesmida) em
samambaias, além do ataque da espécie O. coarctata a sementeiras de couve, bertalha e
outras plantas, sendo a primeira contribui¢do sobre os danos causados por estes animais
em plantas cultivadas no Brasil. Esta espécie ja foi registrada para os estados do
Amazonas, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo, Mato Grosso, Para, Paraiba,
Pernambuco, Rio de Janeiro e Sao Paulo (SCHUBART,1945), todavia, deve ocorrer em
outros estados.

Boock e Lordello (1952) assinalaram os danos causados por Pseudonannolene
paulista (Spirostreptida) aos tubérculos de batatinha no estado de Sdo Paulo,
acarretando perdas de 30% na producao.

Lordello (1954) relatou perdas totais ocasionadas por Gymnostreptus olivaceus
(Spirostreptida) em culturas de beterraba e meldo no estado de Sdo Paulo. Peracchi e
Nunes (1972) relataram o dano ocasionado por Orthoporus fuscipes (Spirostreptida) as
raizes de mandioca. No sul do Brasil, os diplopodos de importancia agricola pertencem
ao género Julus (Julida).

Gassen (1996) descreveu que nas lavouras de milho sob plantio direto, Julus sp.
e Orthomorpha sp., foi possivel observar que os milipedes concentravam-se no sulco da
semeadura por causa do solo descompactado, o que facilitava a penetragdo e protegao
contra fatores adversos. No fundo do sulco, consumiam as sementes e plantulas.

Ha tempo tem-se investigado meios de controlar as infestagdes por diplépodos
nos campos cultivaveis e, segundo Corseuil e Cruz (1975), as iscas toxicas com farelo
de trigo ou arroz em mistura com carbaril a 7,5% foram as medidas que melhor
apresentaram sucesso como método de controle desses animais.

Utilizaram-se ainda preparos de farelo de trigo com triclorfon ou igual
quantidade de diazinom 40 PM, que deveriam ser preparados uma espécie de pasta com
agua, adicionando duas colheres de acucar. Misturas de tartaro emético e de acgucar,
distribuidas em caixas de fosforo nos locais infestados pela praga também foram
praticas bastante empregadas com o intuito de afastar os diplopodos (GUERRA, 1985).

Dentre as diversas medidas, o tratamento de sementes com inseticidas, ou a

aplicagdao destes no sulco de semeadura, também foram praticas utilizadas e que se
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manifestaram eficientes na protecao de plantas de milho contra os danos ocasionados
pelos diplopodos (GASSEN, 1996).

Outros fenomenos desta natureza foram relatados por Boccardo et al. (1997;
2002) no Brasil; nos anos 90 foi observada uma explosao populacional do milipede
Plusioporus setiger (Spirostreptida) em plantagdes de café na regido do Alto do
Paranaiba, Minas Gerais, uma regido de cerrado, desflorestada nos anos 70 para cultura
de caf¢ (BOCCARDO et al., 2002). Com o proposito de controlar os surtos
populacionais, os agricultores utilizaram agrotoxicos organofosforados, carbamatos e
piretréides, porém nao obtiveram sucesso; segundo Boccardo e Fernandes (2000), isso
se deve ao fato de que os diplopodos, principalmente na fase adulta, apresentam um
exoesqueleto calcificado rigido que interfere na penetracdo de produtos aplicados
topicamente. Devido as caracteristicas biologicas dos diplopodos, tais como a presenca
de um exoesqueleto rigido e calcificado, a utilizagdo de métodos de aplicacdo por
contato ¢ dificultada, sugeriu-se entdo, a utilizagdo de iscas tdxicas contendo extrato
etandlico bruto de frutos da pimenta-do-reino como alternativa viavel no controle deste

grupo animal (ROMAO et al., 2008).

2.3 Importancia ecologica dos milipedes

Nos ecossistemas naturais, o material organico depositado pelas plantas ¢ muitas
vezes indisponivel, porque muitos dos nutrientes ainda estdo ligados na estrutura fisica
da planta. A decomposicdo real de moléculas complexas a partir de serapilheira, folhas
e madeira fragmentadas ¢ realizada quase exclusivamente por microrganismos que
residem no solo, especificamente, os fungos e bactérias; estes microrganismos sao 0s
unicos que possuem enzimas capazes de quebrar os compostos complexos produzidos
pelas plantas. A ciclagem de nutrientes, portanto, envolve a atividade conjunta de toda
uma comunidade de organismos do solo. Deste modo, o papel detritivoro dos milipedes
torna estes animais elementos essenciais € importantes como intervenientes desse ciclo
(FARFAN, 2010).

Os impactos causados pelos milipedes no meio ambiente e no ecossistema como
um todo possuem uma repercussdo bastante interessante, pois estes animais podem
causar tanto beneficios quanto prejuizos.

O efeito que a alimentacao dos milipedes provoca para os microrganismos do

solo, bem como para a dindmica de nutrientes presentes neste, representa ndo sé
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enriquecimento para solo, mas também sinaliza a possibilidade de condi¢des favoraveis
para uma situacgdo de infestagdo destes milipedes (NIIJIMA, 1984).

Os diplopodos sdao um dos principais componentes da fauna do solo envolvidos
com a formag¢dao do mesmo; eles representam uma consideravel importancia ecologica
para desagregacao de detritos, dentro do ciclo de decomposicao (BUENO-VILLEGAS
et al., 2004). Segundo os autores, o papel do grupo tem sido estudado principalmente
em ecossistemas temperados, mas ndo em florestas tropicais, apesar do fato de que os
milipedes atingem o maximo de diversidade e biomassa neste tipo de ecossistema e sao
provavelmente, os maiores artropodes que ocorrem no solo e na serapilheira deste
ambiente (SWIFT et al, 1979; BUENO-VILLEGAS et al.,, 2004). Categorizados
predominantemente como sapréfagos, os milipedes contribuem para a melhoria da parte
humica do solo, além de auxiliarem no aumento da microflora através de suas fezes
(CURRY, 1994).

O papel dos milipedes em processos de decomposicdo tem sido amplamente
estudado. Um estudo das macrofaunas em florestas de savana, bem como de habitats
associados, demonstrou que os diplopodos representam 36% do total da densidade da
fauna do solo e até 75% da fauna do solo em biomassa (DANGERFIELD, 1990).

Estes animais apresentam um trato digestério que ndo ¢ bem equipado com
enzimas especializadas, ou seja, que os capacite a digerir a matéria organica em
decomposicdo, deste modo suspeita-se que os microrganismos presentes no canal
alimentar ¢ que desempenham um papel determinante na digestdio (BLOWER, 1985) e
sendo assim, influenciam indiretamente no fluxo de nutrientes (ANDERSON et al.,
1985; BLOWER, 1985; ANDERSON; LEONARD, 1988; HOPKIN; READ, 1992).

Anderson e Bignell (1980) ilustraram essa limitagdo do trato digestorio dos
diplopodos mostrando que estes animais, bem como outros sapréfagos ndo sio
diretamente responsaveis por mais de 10% da decomposi¢do quimica, no entanto, por
causa da atividade alimentar dos microrganismos, estes realizam 90% da decomposi¢ao
quimica. Os diplopodos afetam a decomposicdo por meio da fragmentagdo e da
inoculagdo da matéria orginica com esporos de bactérias e fungos, e finalmente
converte a matéria organica em humus (BLOWER, 1995; DANGERFIELD, 1990).

A alteragdo fisica do solo também ¢ decorrente da atividade de escavacao
provocada pelos milipedes, a qual resulta no aumento da porosidade, altera as
caracteristicas de umidade do solo, melhorando assim, a lixiviagao de materiais soluveis

pela 4gua da chuva (ANDERSON; LEONARD, 1988). Uma vez que sdo animais
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moveis podem efetuar uma rede de transferéncia de nutrientes de habitats para terras
araveis por meio da producdo dos aglomerados fecais. Em conclusdo, a atividade
alimentar dos milipedes pode acarretar efeitos consideraveis para a producdo agricola,
no que diz respeito a regulagao do processo de decomposi¢do, uma vez que retarda a
liberacdao de nutrientes pelo fato de armazenar nutrientes no material fecal permanente,
ou seja, a liberacdo ¢ gradativa, de modo que o solo dificilmente estara empobrecido de
nutrientes (DANGERFIELD, 1990).

Rawlins et al. (2006) concentraram seus estudos no papel do milipede Glomeris
marginata, na decomposi¢do da serapilheira. Os autores identificaram a importante
fung¢@o que os Glomeris representam como detritivoros, pois habitam a serapilheira de
florestas que particularmente recobrem solo calcario.

Estes animais sdo responsaveis por ingerir serapilheira, assimilando 0,3-7% m/m
do material ingerido, sendo o material fecal resultante, uma importante fonte de
alimento para outros animais sapréfagos, como, por exemplo, as minhocas (SHEU;
WOLTERS, 1991). Estes animais sdo importantes na fragmentagao de detritos, uma vez
que aumentam a area de superficie disponivel para o crescimento microbiano associado
ao processo de decomposicdo durante a passagem intestinal e formacdo dos
aglomerados fecais (RAWLINS et al., 2006; STRIGANOVA, 1971).A presenca de
Glomeris no solo amplia a diversidade microbiana, enquanto indiretamente, estimula a
mineralizacdo do nitrogénio e mobilizagdo de cétions, como o potassio e o cdlcio
(ANDERSON et al., 1983; VISSER, 1985). Além disso, a formagao de material fecal
resultante do aumento da disponibilidade de nutrientes, como N e o P, para
microrganismos, € a absorcdo destes nutrientes ¢ dependente da disponibilidade de

matéria organica labil na serapilheira fragmentada (MARAUN; SCHEU, 1996).

2.4 Mecanismos de defesa em milipedes

Foi elaborado um artigo de revisao sobre este tema, o qual se encontra a seguir.
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ARTIGO 1

Milipedes e seus mecanismos de defesa
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Departamento de Biologia — Instituto de Biociéncias, Rio Claro, SP, Brasil.
Av. 24-A, 1515, CEP: 13506-900, Rio Claro, SP, Brasil

1: cris.sousa.bio@hotmail.com; 2: lucilene@cevap.org.br; 3:fontanet@rc.unesp.br

Resumo

Diplopodos sdo considerados importantes macro-artropodes do solo. Tais
animais desempenham papel fundamental na manutencdo do ecossistema, pois atuam
como decompositores, contribuindo com a biodegradacdo dos tecidos vegetais,
melhorando e viabilizando a atividade microbiana, o que resulta em alteracdo na
estrutura fisica do solo, pelo enriquecimento, aeragdo e humificagdo do mesmo.
Normalmente ndo apresentam populacdo numerosa, mas podem ocorrer explosdes
populacionais decorrentes de desequilibrios ambientais, mudangas climaticas e pela
utilizagdo de pesticidas que podem eliminar possiveis competidores, possibilitando que
algumas espécies apresentem status de praga. S3o animais que apresentam poucos
inimigos naturais, entretanto, frente ao seu modo lento de locomocdao, o que os
impossibilita de reagirem prontamente aos ataques de predadores, os diplépodos
utilizam mecanismos de defesa fisicos e quimicos. Dentre estes mecanismos, destacam-
se o enrolamento do corpo (fisico) e o fluido que o animal ejeta, proveniente das
glandulas de defesa (quimico). Nesse sentido, ¢ objetivo deste trabalho realizar uma
revisdo bibliografica sobre os mecanismos de defesa que os milipedes possuem, sobre a
composicdo de suas glandulas de defesa, bem como a repercussdo que estes

mecanismos exercem na natureza, comparando tais glandulas nos artrépodes.

Palavras-chaves: mecanismos fisicos de defesa, mecanismos quimicos de defesa,

esfera, cerdas, secre¢ao defensiva.


mailto:cris.sousa.bio@hotmail.com
mailto:lucilene@cevap.org.br
mailto:fontanet@rc.unesp.br

21

1. Introducao

Diplopodos sdo animais que vivem em ambientes imidos, sob folhas e troncos
em decomposi¢do e deste modo, representam papel fundamental na natureza, pois
devido ao fato de se alimentarem de detritos em geral, matéria organica em
decomposi¢do, musgos e relativa quantidade de matéria mineral do solo, este grupo ¢
considerado importante na dindmica do solo, visto que desencadeiam processos
importantes como enriquecimento, aeragdo e humificacdo do solo onde se encontram o
que consequentemente, contribui para manutengdo do equilibrio do ecossistema
(SCHUBART, 1942; RUPPERT et al., 2005; BRUSCA; BRUSCA, 2007).

A classe Diplopoda compreende os animais que sdo conhecidos geralmente
como milipedes, em alusdo ao nimero de pernas que possuem, ou seja, dois pares por
segmento, € mais popularmente, no Brasil, sdo conhecidos como piolho-de-cobra,
embod, gongold, etc. Os milipedes tipicamente apresentam muitos segmentos no tronco,
mas algumas espécies africanas possuem apenas uns poucos € sdo frequentemente
confundidas com isépodes oniscideos, principalmente quando se enrolam. Embora a
crenca popular diga que os milipedes tém mil pernas, nenhum possui de fato mil pernas,
embora haja um recordista, Illacme plenipes, uma espécie da California, com 750 pares
de pernas (KIME; GOLOVATCH, 2000; BRUSCA; BRUSCA, 2007).

Estes animais possuem habitos predominantemente noturnos, € por evitarem a
luz, alguns habitam cavernas e ninhos de formigas e cupins. Apresentam distribui¢ao
cosmopolita e podem ser encontrados em todas as regides zoogeograficas, com excegao
da Antartida. Sao mais abundantes nos tropicos, sendo a fauna tropical, particularmente
pouco conhecida; poucas espécies sdo encontradas no litoral, deserto ou em ambiente
semiaquatico (KIME; GOLOVATCH, 2000). Em alguns locais de ambientes tropicais,
onde as minhocas sdo muitas vezes raras, os milipedes podem ser os principais
formadores do solo (BRUSCA; BRUSCA, 2007).

Cerca de 12.000 espécies ja foram descritas em todo mundo, mas ha a estimativa
de que exista em torno de 80.000 espécies (HOFFMAN et al., 2002). Atualmente sdo
reconhecidas 144 familias de milipedes, os quais sdo classificados em 15 ordens, que
estdo dispostas em trés subclasses: Penicillata, Pentazonia e Helminthomorpha.

Dotados de um corpo cilindrico com 25 a 100 segmentos, com cuticula
geralmente calcaria, mas sem epicuticula cerosa, o exoesqueleto da maioria dos
diplopodos ¢ fortemente calcificado. Como ocorre nos demais miridpodos, o corpo ¢

dividido em uma cabega e corpo multissegmentado; externamente, o tronco ¢
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constituido por uma série de anéis cuticulares. A maior parte dos anéis € constituida de
diplossegmentos derivados da fusdo entre dois segmentos durante o desenvolvimento
embriondario. Grande parte dos diplossegmentos apresenta dois pares de pernas, de onde
deriva o nome Diplopoda (RUPPERT et al., 2005).A origem ventral as pernas ¢ vista
como uma adaptacao para escavacdo (MANTON, 1961).

O fato destes animais apresentarem um tegumento resistente, impregnado por
sais de calcio, e glandulas de defesa em quase todos os segmentos de seu corpo, os
coloca numa condi¢ao de poucos inimigos naturais, pois além de ndo agradar ao paladar
dos predadores pelo exoesqueleto rigido, a secre¢ao proveniente das glandulas de defesa
apresenta-se composta por substincias toxicas bastante irritantes, de odor forte e
desagradavel, repelindo assim, os possiveis predadores (HOPKIN; READ, 1992;
RUPPERT et al, 2005). Frente ao importante papel ecologico e econdmico
desempenhados pelos milipedes e pela caréncia de informagdes a respeito dos recursos
fisicos e quimicos adotados por estes animais para protecdo, este trabalho tem por
objetivo apresentar os principais mecanismos de defesa dos diplopodos, bem como

salientar a importancia destes no meio em que vivem.

2. Inimigos naturais de diplépodos

Poucos dados estdo disponiveis sobre milipedes que sdo vitimas de predadores.
No nordeste da Uganda, por exemplo, animais como galinhas, patos, perus e porcos se
alimentam de milipedes (EBREGT et al., 2004a); mas também outras aves, répteis e
mamiferos mantidos em cativeiro podem igualmente alimentar-se de milipedes; no
entanto, estas observagdes ndo significam que os milipedes fazem parte da dieta
habitual destes animais na natureza (HOPKIN; READ, 1992).

Estudos demonstraram que o estdmago de inumeras aves sul-africanas
continham milipedes, indicando que estas podem superar os efeitos desencorajadores
das glandulas defensivas destes animais. Nenhuma dessas aves ¢ conhecida por fazer
dos milipedes seu “cardapio” principal (HOPKIN; READ, 1992).

Os milipedes também podem ser vitimas de formigas e escorpides (EBREGT et
al., 2004b). Na Africa do Sul, insetos predadores (Hemiptera, Reduviidae) consomem
principalmente espécies da familia Spirostreptidae, que sdo maiores, enquanto que
algumas espécies menores, tais como Chersastus (Spirobolidae) ndo sdo atacadas. O

mesmo relato vale para acaros parasitas que se alimentam de grandes nimeros de
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Doratogonus (Spirostreptidae), mas raramente sdo encontrados alimentando-se de
Chersastus (LAWRENCE, 1984).

Alguns milipedes Julidae sdo frequentemente afetados por fungos ectoparasitas
da ordem Laboulbeniales (ROSSIT; BALAZUC, 1977). A ramificagdo das hifas infectam
os trés primeiros pares de pernas em fémeas e os sete primeiros em machos, resultando
na restricdo de sua mobilidade. Segundo os autores, isto deve ocorrer devido ao fato de
o diplopodo ndo ser mais capaz de orientar a marcha de modo eficiente ou pela auséncia
de glandulas de defesa nos cinco primeiros segmentos (BLOWER, 1985).

Outro tipo de predador bastante interessante sdo as larvas de besouro da familia
Phengodidae, que se alimentam de milipedes rotineiramente. Embora semelhantes a
vermes e aparentemente inofensivas, as larvas de fengodideos sdo cagadoras vorazes
capazes de matar milipedes maiores do que elas mesmas, sua predacdo estratégica ¢
unica e foi descrita com detalhe por Tiemann (1967) para Zarhipis integripennis, um
fengodideo da California (EISNER et al., 1998). O comportamento da larva ¢ descrito
pelo autor da seguinte forma: a larva perfura a membrana na regido do colo do milipede
com suas pegas bucais; o efeito dessa acdo faz com que o milipede fique rapidamente
imobilizado; ela consome o interior mole do milipede, pré-digerindo os tecidos com
seus proprios fluidos entéricos que aparentemente regurgita enquanto se alimenta;
apenas a parte do exoesqueleto do milipede ndo ¢ consumida apds a refeigao. O que foi
mais intrigante segundo a descricdo de Tiemann, ¢ que as glandulas de defesa do

milipede durante o ataque parecem nao desempenhar sua fun¢ao (EISNER et al., 1998).

3. Mecanismos de defesa em diplopodos

A maioria dos milipedes sdo animais que se deslocam de forma lenta e deste
modo sdo incapazes de recorrer a fuga para evitar ataques, sendo assim recorrem a
meios fisicos ou quimicos de defesa (MEINWALD et al., 1966; HOPKIN; READ,
1992; SHELLEY, 1999). Os milipedes estdo entre os grupos de artropodes mais
protegidos (EISNER et al., 1978).

A reagdo dos milipedes diante de um ataque de predador ¢é bastante
diversificada, pois as reagdes variam conforme as espécies. Na maioria do tempo estes
animais vivem escondidos no solo a fim de se proteger contra o calor e aridez, o que de

certa forma ja lhes confere um meio de prote¢do aos predadores (LAWRENCE, 1984).

3.1 Mecanismos fisicos de defesa
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Os mecanismos fisicos de defesa correspondem ao comportamento imediato do
animal quando perturbado. Antes mesmo de reagir, os milipedes contam com a protecao
que seu exoesqueleto disponibiliza, pois funciona como uma primeira barreira, uma vez
que a presenca de sais de calcio no tegumento torna estes animais muito resistentes e
praticamente impalataveis fazendo com que apresentem pouco ou nenhum inimigo
natural (RUPPERT et al., 2005).

O ato de enrolar-se ¢ o mais comum dentre os mecanismos de defesa fisicos que
os milipedes possuem, sendo que alguns somente apresentam variagdes na forma de
enrolamento devido ao formato do corpo, hd milipedes que formam uma esfera perfeita
e outros que formam uma espiral.

Lawrence (1984) relatou que durante um estudo com milipedes juliformes, estes
animais quando perturbados rapidamente viravam-se lateralmente e a partir dessa
posi¢do rolavam seu corpo em volta de sua cabeca, formando uma espécie de bobina, ou
seja, uma “esfera plana” (Fig.1A); nesta posi¢do, o lado mais duro de seu corpo € o que
ficava exposto protegendo a cabeca, as pernas e a regido ventral mais macia. O autor
ainda descreveu que assim que o milipede percebeu que ndo havia mais perigo,
desenrolou-se e afastou-se rapidamente.

O milipede Omopyge sudanica, da familia Odontopygidae, frequentemente
encontrado no campo por agricultores no nordeste da Uganda e em outros lugares na
Africa Oriental, foi utilizado em diversos experimentos de exposicdo a diferentes dietas,
apresentando uma reagdo defensiva bastante diferente (EBREGT et al., 2007). Quando
manuseado estes milipedes reagem de forma vigorosa e realizam movimentos violentos
com o corpo, como de serpente, enquanto tentavam escapar. Em contrapartida, o
milipede Spirostreptus ibanda, o qual ¢ muito maior em comparagdo com a espécie O.
sudanica, e também frequentemente encontrado no campo, apresenta comportamento
bem menos ativo quando capturado (LAWRENCE, 1984).

O milipede Glomeris marginata, por exemplo, possui uma poderosa musculatura
que lhes permitam enrolar-se de modo a formar uma esfera perfeita (Fig. 1B)
firmemente fechada. Devido a esse comportamento estes diplopodos sdo chamados de
“milipedes pilula” (“pill millipede”) (HOPKIN; READ, 1992).

Outra reagdo que os milipedes apresentam quando irritados ou incomodados de
alguma forma, € o ato de defecar, como meio de se defender (LAWRENCE, 1984).

Além dos comportamentos ja citados, os membros da subclasse Penicillata

desenvolveram uma inteligente estratégia de defesa, atirando cerdas rigidas pela sua
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extremidade posterior em formigas e outros predadores (SHELLEY, 1999; HOPKIN;
READ, 1992). Este grupo conhecido por nao ser protegido quimicamente,
compreendem os polixenidas (ordem Polyxenida). Composto por cerca de 60 espécies,
distribuidas em 4 familias, estes animais possuem apenas alguns milimetros de
comprimento, sendo pouco conhecidos pela maioria da populacdo. O milipede
Polyxenus fasciculatus (familia Polyxenidae) se protege das formigas envolvendo-as
com cerdas destacdveis langadas a partir de dois tufos semelhantes a uma escova,
presentes na parte posterior do corpo (EISNER et al., 1996). Quando atacado, ele reage
de modo a lancgar os tufos contra as formigas (Fig. 1C); as formigas carregadas com as
cerdas desistem de seu ataque. As cerdas possuem ganchos nas pontas, que se enroscam
com as farpas das cerdas das formigas ao longo do seu comprimento. Na tentativa de
livrar-se de cerdas, as formigas podem ter sucesso apenas em afastar-se. As formigas
contaminadas podem permanecer presas e¢ morrer. Diferentemente da maioria dos
milipedes que apresentam defesas quimicas, os polixenidas, em vez disso, possuem uma

arma mecanica (EISNER et al., 1996).

Figural: Esquemas representativos dos mecanismos fisicos de defesa dos milipedes. (A). Enrolamento
do tipo bobina ou “esfera plana”; (B). Esfera firmemente fechada; (C). Polyxenida langando cerdas contra

uma formiga. s: secrecdo; c: cerdas.

3.2 Mecanismos quimicos de defesa

Os mecanismos quimicos de defesa dos milipedes podem ser provenientes de
sua coloragdo aposematica, das glandulas de defesa e do recurso da bioluminescéncia,
apresentado por um género especifico; todos estes mecanismos sdo artificios que
alertam os predadores sobre o que irdo enfrentar ao ataca-los (MEINWALD et al., 1966;
HOPKIN; READ, 1992; SHELLEY, 1999).
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A coloragcdo aposematica, ou seja, de adverténcia, estd presente em milipedes
vermelhos, amarelos e laranja brilhante; semelhante a alguns vertebrados, como lagartos
e cobras habitantes de solos, estes animais desenvolveram estas coloragdes (mimetismo
batesiano) com a finalidade de aparentar-se com outras espécies consideradas nocivas
pelos predadores. Os milipedes mais coloridos sdo os polidésmidos, cujas pigmentagdes
vermelha, laranja e azul brilhantes advertem sobre as suas secre¢des de defesa
compostas por cianureto (SHELLEY, 1999).

A principal funcdo da secrecao defensiva dos milipedes ¢ garantir protegao
contra predadores, devido a presenga de substancias volateis com caracteristicas
anestésicas e irritantes, com agdo repelente. Porém, secundariamente essa secrecio
também desempenha um papel antimicrobiano e antifingico, prevenindo o milipede de
uma contaminac¢dao com microrganismos (HOPKIN; READ, 1992; ATTYGALLE et al.,
1993; MARAKOV et al., 2010).

Milipedes n3o sdo animais agressivos e tdo pouco violentos, no entanto
apresentam em seus diplossegmentos glandulas de defesa (ou repugnatérias), as quais
podem situar-se na regido médio-dorsal ou lateralmente no corpo do animal; secretam
liquidos toxicos volateis com propriedade repelente, o que lhe garante sua defesa. As
substancias defensivas deste grupo sdo bastante diversificadas e incluem quinonas,
fendis, aldeidos e at¢é mesmo cianureto. Poucas espécies possuem toxinas fortes o
suficiente para provocar a formacao de bolhas na pele de humanos (VALDERRAMA et
al., 2000; BRUSCA; BRUSCA, 2007).

Qualquer um que tenha manuseado milipedes, particularmente membros das
ordens Spirobolida e Spirostreptida, que liberam grande descarga de 1,4-benzoquinona,
sabe que estes animais podem ejetar suas secregdes em grandes quantidades em resposta
a provocagdo, mesmo suave (EISNER et al., 1978).

A espécie européia Glomeris marginata produz quinazolinonas, que pertence a
mesma classe de substancias da droga sintética Quaalude, um poderoso sedativo que
quando em contato com aranhas armadeiras, por exemplo, durante um ataque faz com
que estas simplesmente adormegam ao serem expostas a esse defensivo quimico
(CARREL; EISNER, 1984).

Hé registros de que uma espécie doméstica comum na América do Norte,
introduzida ha muito tempo da Asia, Oxidus gracilis, a qual também libera defensivos

quimicos de forte odor quando perturbada (SHELLEY, 1999; HOPKIN; READ, 1992).
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Tiemann (1964, 1967) e Causey e Tiemann (1969) realizaram um extenso
trabalho de revisdo com milipedes luminescentes do género Motyxia. Os pesquisadores
fizeram inimeras observagdes a cerca destes milipedes, dentre elas sobre os predadores
mais conhecidos, bem como a reagdo dos milipedes perante aos ataques. Diante dos
predadores, como os grandes centipedes geofilideos, vaga-lumes (Zarhipis
integripennis) e besouros carabideos (Pterostichis ater) observaram que os Motyxias
descarregam secregdes repugnatdrias da mesma forma como os outros milipedes o
fazem, e que estas secrecoes apresentavam odor de cianeto de hidrogénio e benzaldeido.
Os autores afirmaram ainda que a bioluminescéncia ¢ rara entre milipedes e que ¢
proveniente tanto da epiderme como da endocuticula.

Segundos os registros, ndo ¢ atribuida nenhuma vantagem seletiva especial para
a luminescéncia e fluorescéncia; supde-se que sdo concomitantemente processos
fisiologicos da epiderme, pois amostras secas dos milipedes mantém a fluorescéncia,
mas perdem a luminescéncia (CAUSEY; TIEMANN, 1969).

Causey e Tiemann (1969) registraram que em uma noite escura, o milipede que
emite bioluminescéncia pode ser visto a mais de 10 metros de distancia. Os autores
pensaram que a causa da luminescéncia era a secrecdo proveniente da glandula de
defesa mas, segundo Davenport et al. (1952) é possivel que seja produzido um extrato
que ¢ luminoso por um curto periodo de tempo e que seria uma prote¢ao adicional ao
odor do fluido repugnatorio.

Embora existam muitos estudos com este género, o significado adaptativo
permanece desconhecido. Marek et al. (2011) apontam que a bioluminescéncia tem uma
unica origem evolutiva em milipedes e que serve como um sinal de alerta aposematico,
com o intuito de deter os predadores mamiferos noturnos. Entre os numerosos exemplos
de bioluminescéncia na natureza, esta foi a primeira experiéncia de campo com
organismos que demonstram que bioluminescéncia funciona como um sinal de alerta.

Essas espécies, de ocorréncia limitada a trés condados da California, a emissao
de luz envolve uma fotoproteina que contém um cromoéforo com porfirina em seu grupo
funcional. O mecanismo fotogé€nico basico ¢ mais similar & da GFP (proteina verde
fluorescente) da medusa (Aequorea victoria), do que a do mais intimamente relacionado
vaga-lume (Photinus pyralis); contudo, a estrutura das moléculas luminescentes
permanece desconhecida e suas homologias as moléculas de outros animais sdo incertas

(MAREK etal., 2011).
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4. Glandulas repugnatorias ou de defesa em diplépodos

Presentes na maioria dos milipedes, com exce¢do dos representantes da
subclasse Penicillata e das ordens Sphaerotheriida e Chordeumatida, as glandulas de
defesa geralmente ocorrem aos pares, alojadas em cada diplossegmento (HOPKIN;
READ, 1992).

Eisner et al. (1996) descreveram que as glandulas defensivas se abrem em
pequenos poros localizados nas laterais do corpo do animal, sendo que os cinco
primeiros segmentos € o ultimo sdo desprovidos de glandula, tipico para descri¢ao de
membros da ordem Spirobolida.

Hoffman e Knight (1967, 1970), apresentaram em suas descrigdes para
Spirostreptidae, que os poros comecavam a aparecer no sexto segmento do corpo do
animal.

A descricao das glandulas de defesa dos milipedes constitui uma importante
ferramenta para classificagdo dos grupos taxondmicos, bem como para propria
identificacdo das espécies. Individuos pertencentes a mesma familia apresentam o
aparelho glandular muito similar, enquanto que a composi¢do da secrecdo presente na
glandula pode diferir consideravelmente (WU et al., 2007).

Quando se sentem ameagados os milipedes secretam uma substancia toxica, de
cheiro forte e desagraddvel. Uma série de compostos foi identificada nas diferentes
ordens de milipedes, dentre esses compostos os que mais se destacaram foram as
benzoquinonas e hidroquinonas, fenoéis, acido benzoico, benzaldeidos, alcaloides, iodo,
cloro e cianeto (EISNER et al., 1998; DEML; HUTH, 2000; KUWAHARA et al., 2002;
ARAB et al., 2003).

Uma classificagdo dos milipedes pode ser feita de acordo com a substancia que
descarregam de suas glandulas de defesa. Benzoquinonas sdo comuns nas ordens Julida,
Spirobolidae Spirostreptida; fenois sdo compostos comuns a milipedes da ordem
Callipodida; compostos cianogénicos representam a ordem Polydesmida;
quinazolinonas a ordem Glomerida e alcaldides a ordem Polyzoniida (EISNER et al.,
1996).

Existem alguns trabalhos que apontam que o conteido presente na secre¢do das
glandulas de defesa dos milipedes podem apresentar constituintes quimicos que variam
conforme os diferentes habitats em que se encontram e também pelas diferentes
condi¢des fisiologicas as quais os milipedes estdo sujeitos, como por exemplo,

diferentes estddios de desenvolvimento ou de reproducdo. Taira et al. (2003)
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conduziram um experimento com o milipede O. gracilis, onde identificaram os
compostos de secrecdo do mesmo e observaram que os compostos da secrecdo
apresentaram variagdes significativas e em quantidade, dependendo do local de coleta, o
que sugere uma influéncia de fatores ambientais sobre a sua produgao.

Existem na literatura diversos trabalhos sobre o conteudo da secrecao da
glandula de defesa dos milipedes. Em Wood et al. (2000) através das técnicas de
cromatografia gasosa e espectrometro de massa (GC-MS), a andlise da secre¢do
defensiva do milipede Buzonium crassipes apresentou em sua composi¢do trés
componentes volateis: B-pineno (35%), limoneno (6%) e um novo alcaldide, o
buzonanime (59%). Neste trabalho, os compostos isolados da secrecdo defensiva do
milipede foram testados utilizando-se ninhos de formigas, da espécie Formica
obscuripes, a partir de um bioensaio antipredador, uma vez que esta formiga representa
uma potencial predadora de larvas de Tenebrio molitor. Diante dos testes, os autores
observaram que os componentes apresentavam acao repelente para as formigas, e dentre
os trés, o buzonamine foi o que apresentou maior agao repelente.

Shear et al. (2010) realizaram um estudo com Tetracion jonesi, uma espécie de
milipede encontrado em cavernas ao sul do Planalto de Cumberland (EUA). Esse estudo
demonstrou através de analises com cromatografia gasosa/espectrometria de massas que
0 Unico componente quimico de defesa presente na glandula de defesa desta espécie de
milipede ¢ o p-cresol, um composto volatil encontrado também em outras espécies
pertencentes as familias Abacionidae e Schizopetalidae.

Os estudos realizados com Rhinocricus padbergi (Spirobolida), uma espécie
amplamente distribuida no sudeste do Brasil, demonstraram que as glandulas de defesa
descarregam uma secre¢do de coloracdo amarelada, que aparece como pequenas gotas
sobre o corpo. O contetido das glandulas foi analisado por cromatografia gasosa e
espectrometria de massa (GC-MS); os resultados mostraram que a secregdo ¢
constituida, principalmente, por dois compostos volateis: metil-1,4 benzoquinona ¢ 3,3

a 4,5-tetra-hidro-1H pirrolo-[2,3b] piridina-2,6 diona (ARAB et al., 2003).

4.1 Aparelho glandular: tipos de glindulas de defesa existentes
Eisner et al. (1978) reconheceu trés tipos principais de glandulas de defesa em

milipedes:
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Tipo 1 (Fig. 2): ocorre em Glomerida, extensivamente estudada em Glomeris
marginata; este milipede apresenta oito pares de glandulas, as quais se abrem médio-
dorsalmente nos segmentos 4-11; cada glandula ¢ envolta por uma rede de musculos
que forcam a secregdo para fora através das aberturas. A secre¢ao ¢ emitida no aspecto
de gotas pegajosas, as quais agem como anti-formigas, sedativos e toxina para

predadores. Aranhas sdo particularmente sensiveis aos efeitos sedativos da secre¢ao.

Figura 2. Esquema representativo da glandula de defesa tipo 1. vg: vesicula glandular; m: musculatura; p:

poro; sdc: superficie dorsal do corpo.

Tipo 2 (Fig. 3): esta glandula apresenta uma estrutura relativamente simples,
pois consiste de uma saco esférico, contendo células secretoras, o qual se abre na
superficie lateral do milipede através de um pequeno poro, estes ficam fechados em
circunstancias normais, porém quando ha um estimulo, ocorre a descarga do conteudo, a
partir da contracdo do musculo que se encontra ligado ao ducto. Aparentemente este
saco nao ¢ circundado por musculo, logo a emissdo da secrecdo, provavelmente ocorre
devido a pressao que aumenta em decorréncia da hemolinfa.

slc
m

d V9

Figura 3. Esquema representativo da glandula de defesa tipo 2. d: ducto; m: musculatura; slc: superficie

lateral do corpo; vg: vesicula glandular.
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Este tipo de glandula esta presente na maioria das ordens incluindo Spirobolida,
Spirostreptida, Julida, Callipodida, Platydesmida e Polyzoniida (EISNER et al., 1978).
A secrecdo dessas glandulas contém uma gama muito ampla de produtos quimicos,
sendo a maioria com baixo peso molecular (<300). Em Uroblaniulus canadenisi
(Julida) a secrecdo ¢ constituida por uma mistura de compostos alifaticos e
benzoquinonas.

Tipo 3 (Fig. 4): este terceiro tipo ¢ encontrado exclusivamente em Polydesmida,
a unica ordem capaz de secretar cianeto. O aroma de améndoas ¢ familiar para os que
coletam as espécies. Em Alpheloria corrugata, a secre¢do ¢ emitida por glandulas de
defesa que apresentam dois compartimentos. No interior do compartimento menor
aloja-se mandelonitrila, enquanto que no outro (o qual é separado por uma valvula) esta
contida uma enzima que catalisa a quebra de mandelonitrila em cianeto de hidrogénio e
benzaldeido. O contedo destas camaras ¢ produzido por células secretoras
especializadas, as quais podem ser encontradas nas paredes destas camaras (HOPKIN;

READ, 1992).

Figura 4. Esquema representativo da glandula de defesa tipo 3. cs: camara secretora; d: ducto; m:

musculatura; slec: superficie lateral do corpo.

Marakov et al. (2010) em seus estudos com glandulas de defesa de trés espécies
diferentes de diploépodos, Polydesmus complanatus, Brachydesmus
(Stylobrachydesmus) avalae e B. (S.) dadayi, todos pertencentes a ordem Polydesmida,
encontrou nove compostos diferentes, benzaldeido, benzil 4cool, benzoilnitrila, benzil
methil cetona, acido benzodico, benzil ethil cetona, mandelonitrila e benzoato
mandelonitrila, compostos os quais foram identificados através de andlises com
cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de chama (GC-FID) e cromatografia
gasosa/espectrometria de massa (GC-MS). E muito comum que espécies desta ordem

produzam cianeto de hidrogénio, sendo denominadas entdo de cianogénicas.
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Em geral, as secrecdes defensivas dos milipedes sdo misturas de compostos
organicos com baixo peso molecular. No entanto, a caracterizagdo quimica dos
compostos de defesa dos milipedes ¢ uma tarefa desafiadora, uma vez que as secrecdes
sao geralmente disponiveis em pequenas quantidades e, quase sempre, como misturas
complexas de compostos estreitamente relacionados. Por conseguinte, apenas os

componentes principais sdo frequentemente identificados (WU et al., 2007).

4.2. Morfologia tecidual das glandulas de defesa

Os trabalhos existentes na literatura sobre a morfologia das glandulas de defesa
dos diplopodos sdo extremamente escassos.

Woodring ¢ Blum (1965) descreveram as glandulas de Orthocricus arboreus,
salientando quea coloracdo escura da cuticula ndo parece estar relacionada com rigidez
ou esclerotinizagdo, uma vez que os estudos demonstraram que em areas onde a
flexibilidade ¢ maior, a cuticula revelou-se mais escura do que em outras areas. As
células glandulares sdo sinciciais e sdo continuas com as células epidérmicas. As
descri¢des apontam que em diversas regides da glandula, a intima e a membrana basal
apresentam-se extremamente dobradas, e que isto parece ser area de multiplicagdao de
células da glandula. Os poucos granulos encontrados nestas areas sao restritos a locais
onde os nucleos sdo menos compactados. Na maior parte das regides da glandula e
porcdes glandulares do ducto, a membrana basal ndo apresenta dobras e a intima ¢
apenas ligeiramente dobrada. Os nucleos sdo dispersos e claramente sinciciais;
numerosos granulos estdo presentes em regides distintas ou agrupados no citoplasma e
parecem ser de natureza fluida, em vez de cristais. Talvez cada aglomerado de granulos
represente o limite vago citoplasmatico de uma célula individual (WOODRING;
BLUM, 1965).

Woodring e Blum (1965) sugeriram que os granulos encontrados representam,
provavelmente, a secre¢do de quinona ou precursor da quinona das células glandulares.
O mecanismo de secrecdo celular nas glandulas defesa de O. arboreus parece ser
holocrina, embora a hipdtese da passagem através da intima muito espessa nao possa ser
excluida; areas isoladas da ruptura da intima foram observadas. Os autores afirmaram
que a membrana basal em artropodes € considerada pela maioria dos pesquisadores
como sendo um tecido conjuntivo derivado de certas células da hemolinfa.

Barth (1967) analisou de forma minuciosa as glandulas de defesa do diplopodo

R. padbergi, de modo a descrever ndo s6 a morfologia destas glandulas, mas também o
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funcionamento da mesma. Segundo o autor, o aparelho glandular ¢ composto por uma
vesicula volumosa e delicada, a qual possui um canal condutor cilindrico que atravessa
a espessa cuticula, além de um aparelho de fechamento situado dentro deste canal. O
autor descreve todo o sistema como sendo uma invaginacao da cuticula, onde a abertura
do canal condutor representa o ponto de inicio da invaginagao.

Na vesicula glandular, apesar de sua parede ser delicada, ela ¢ relativamente
resistente, pois foi possivel observar que existe uma pressdao constante que o liquido
exerce no interior da glandula. Ao perfurar a vesicula observou-se que a secre¢ao foi
parcialmente expulsa, o que fez com que o autor supusesse que a parede da vesicula ¢
extremamente eldstica, uma vez que nao contém elementos musculares. A parede da
vesicula glandular ¢ constituida por epitélio simples, revestido internamente por uma
lamela cuticular, separado da cavidade do corpo por uma membrana basal; o canal
condutor da glandula ¢ cilindrico, apresenta sua parede formada por uma camada de
cuticula relativamente espessa e dobras circulares, irregulares e profundas. A cuticula é
revestida na sua porg¢do externa por um sincicio hipodérmico tipico, sendo este separado
da cavidade geral do corpo por uma membrana basal forte que ndo acompanha as dobras
da cuticula, essa constru¢do permite que a parede do canal ganhe uma resisténcia
mecanica muito elevada, de modo que numa situacdo de aumento de pressdo na
hemolinfa, a obstru¢ado do canal ¢ evitada (BARTH, 1967).

Barth (1967) descreveu ainda que existe um aparelho de fechamento, o qual se
situa na extremidade distal, anterior a abertura externa do complexo glandular,
interpretado como uma modificagdo da parede do canal. Este dispositivo ¢ formado por
uma cuticula espessa, de modo que sua configuracdo ndo pode ser deformada; em
direcdo a abertura, o canal estreita-se ligeiramente. Na cavidade da invaginacdo insere-
se um musculo forte, o qual se estende, em direcdo lateroventral, dentro do grande anel
muscular segmental, prolongando-se até sua inser¢ao na parede do corpo.

A expulsdo da secregdo efetua-se por meio da contracdo do musculo do aparelho
de fechamento e da musculatura inteira do corpo, especialmente dos musculos
longitudinais que reduzem o comprimento do animal, com isto, aumenta-se a pressao no
interior da cavidade do corpo. Na ocasido do encurtamento extremo do corpo, a borda
posterior do segmento anterior comprime a vesicula glandular, reforcando o mecanismo
de expulsdao (BARTH, 1967).

As observagdes histologicas que Barth (1967) realizou acerca das células

glandulares demonstraram que assim como o aparelho glandular ¢ de origem
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ectodérmica, representando uma invaginacao do integumento, o componente secretor do
orgdo também o é. As células glandulares que compdem a vesicula glandular formam
um epitélio simples, as quais se apoiam numa forte membrana basal; os nucleos sdo
achatados.

Neste trabalho, Barth (1967) afirmou que a respeito da funcdo das células
glandulares € possivel observar quatro estadios:

Fase I: na zona média da célula formam-se concentragdes de secrecoes difusas;
as mitocondrias localizam-se, quase que exclusivamente, sobre a face basal da célula.

Fase II: as concentracdes de secre¢ao difusas tornam-se mais densas, as esferas
de secre¢do aumentam gradativamente de didmetro e localizam-se em vacuolos, em
forma de fenda, no protoplasma. As mitocondrias aumentam em nimero e distribuem-se
sobre todo o interior da célula.

Fase III: os vacuolos pequenos confluem em alguns grandes, preenchendo-se
com esferas, maiores e menores. As mitocondrias deslocam-se em dire¢do a zona apical
da célula e encontram-se ainda em nimero elevado no protoplasma.

Fase IV: os vactiolos juntam-se, formando um sé vacuolo grande que ocupa mais
do que a metade do volume da célula e que é preenchida por esferas de secrecao. As
mitocondrias encontram-se agora quase exclusivamente na face apical da célula.

Durante a formagdo das esferas de secre¢do, ocorre no seu interior uma
condensagdo secunddria, que se inicia no centro de cada esfera e que pode ser
comparada com o mesmo fato observado nas esferas de secrecdo das células lipdcrinas
das glandulas salivares de Aedes scapularis (Insecta, Diptera). A secre¢do nao ¢ de
natureza lipidica e sua expuls@o ¢ um processo micro-apdcrino. As esferas de secre¢do
no interior da célula e a secre¢do contida na vesicula glandular t€ém uma composi¢do
quimica diferente; baseando-se na migracdo das mitocondrias, o autor concluiu ainda
que antes ou durante sua passagem através da face apical da célula, a secrecdo sofre
uma modificacdo quimica por a¢ao enzimatica (BARTH, 1967).

Eisner et al. (1998) realizaram um estudo morfoldgico comas glandulas de
defesa do milipede Floridobolus penneri e observaram que, como tipico para os
membros da ordem (Spirobolida), o milipede apresenta suas glandulas defensivas
distribuidas aos pares em cada segmento € comportamento diante de um contato,
conforme o esperado.

A descarga glandular provavelmente ¢ efetuada por uma contragdo do musculo

valvular e compressdo simultdnea do saco. A compressdo do saco deve ser efetuada



35

indiretamente, possivelmente por pressao do aumento da hemocele ou por pressao dos
musculos tegumentarios que circundam as glandulas. Pode-se imaginar ambas as forcas
sendo provocadas pelo encurtamento dos segmentos locais, desencadeado pela

contragdao do musculo intersegmental longitudinal (EISNER et al., 1998).

5. Efeitos causados pela secrecio das glindulas de defesa dos milipedes

Acidentes como queimaduras com esses animais ja foram descritos
(GIRARDIN; STEVESON, 2002), ¢ embora nao haja evidéncia de que qualquer ser
humano tenha sido morto por um milipede (que t€ém sido conhecidos por matar
lagartos), sua secrecao pode causar consideravel desconforto ao entrar em contato com a
pele sensivel, causando pigmentacdo e inflamagao, e cegueira se entrar em contato com
os olhos. Existem vérios registros sobre as substincias que compdem a secrecao da
glandula de defesa dos milipedes indicando que estas ocasionam uma forte irritagdo na
pela e na mucosa dos olhos e nariz em humanos (WU et al., 2007).

Uma vez em contato com a pele humana, os liquidos e vapores expelidos podem
provocar sensagdo de ardéncia, lembrando uma queimadura leve; o local torna-se
hipercromico instantaneamente, com a cor variando entre amarelo-claro e marrom-
escuro, por acdo das quinonas. Contatos prolongados com o animal (preso nas roupas,
por exemplo) podem levar a lesdes mais severas, com formagdo de vesiculas, bolhas e
exulceragdes. O processo inflamatorio estd sempre presente, mesmo em lesdes
hipercromicas discretas, e a hiperpigmentagdo pode persistir por meses. Os raros
acidentes humanos descritos ocorreram em criangas e profissionais que coletaram
animais para pesquisas sem o necessario cuidado (LIMA et al., 2010; HADDAD
JUNIOR et al., 2000).

Quando as secre¢des do milipede entram em contato com a mucosa ocular, o
comprometimento pode ser grave, com possibilidade de ocorrer conjuntivite relevante e
ulceracdo da cornea, tendo, em um caso registrado por Musgrave (1943), em que o
acidente evoluiu para perda total da visdo em sete dias.

Foi relatado que a secrecdo de Spirobolus bungii inibe a divisdo das células
cancerosas humanas em cultura. Algumas tribos indigenas também se utilizam do
extrato da secre¢ao do milipede como veneno em pontas de flechas (HOPKIN; READ,
1992). A secrecdo pode ser pulverizada a distancia consideravel ao longo de 40 cm.

As secrecdes de defesa de certos milipedes Polydesmida exibiram atividade

antifingica por suprimir o crescimento micelial e a germinag¢do de esporos de fungos
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expostos a dez diferentes milipedes isolados em solos adjacentes. Neste trabalho, um
grupo de compostos foi designado como sistema I, os quais foram identificados a partir
de membros do Xystodesmidae, e consistiram de benzaldeido, 4cido benzoico, cianeto
de benzoilo, benzoato de metilo e mandelonitrila. O acido benzdico e cianeto de
benzoilo foram os melhores inibidores do crescimento micelial e germinagdao de
esporos, atuando normalmente em concentragdes de 250, 500 ou 1000 mg/mL. Uma
mistura de quatro compostos de defesa (total de 125 mg/mL) reduziu a germinagdo de
esporos de forma mais eficaz do que os compostos individuais e pareceu funcionar
sinergicamente. As misturas que resultaram em benzoato de etila, guaiacol e fenol
foram designadas como sistema II conforme relatado para espécie Oxidus gracilis
(RONCADORI et al., 1985).

Valderrama et al. (2000), mostraram em seus estudos sobre um grupo de
macacos selvagens, que estes se utilizavam de milipedes como meio de repelir
mosquitos e outros ectoparasitas, principalmente durante as estagdes chuvosas; a
secre¢do ¢ avidamente procurada pelos macacos. As analises quimicas realizadas neste
trabalho revelaram que de fato os compostos presentes na secre¢ao dos milipedes sao
potentes repelentes contra insetos, no entanto esses compostos também podem acarretar
riscos, pois s3o compostos tOxicos € cancerigenos.

Macacos neotropicais do género Cebus se ungem com a secregdo das glandulas
de defesa friccionando os milipedes em sua pelagem. Um estudo realizado por Weldon
et al. (2003)mostrou que os macacos-prego possuem o habito de auto-ungir com a
benzoquinona secretada pelos milipedes, uma atividade em que se encontra a hipotese
de que a secrecao de defesa seja uma barreira quimica para os mosquitos (WELDON et

al., 2003).

6. Comparacao das glandulas defensivas em artrépodes

Assim como os diplopodos, outros animais também apresentam como
mecanismo de defesa o ato de descarregar fluidos odoriferos, geralmente irritantes,
quando manuseados ou de alguma forma perturbados (ROTH; EISNER, 1962; EISNER
etal., 1963).

Uma extensa e interessante revisao sobre as defesas quimicas em artrépodes foi
realizada por Roth e Eisner (1962). Os autores relataram neste trabalho que as estruturas
que produzem secregdes defensivas em artrépodes sdo extraordinariamente variadas. As

glandulas, como regra, sdo multicelulares, e consistem mais frequentemente de um
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epitélio glandular e um reservatdrio no formato de saco cuticular de tamanho variado,
onde a secre¢do geralmente ¢ armazenada. Este epitélio ¢ frequentemente a cobertura
celular do proprio reservatorio, mas, por vezes, toma a forma de um ou mais
aglomerados de células dissociadas do reservatorio.

A localizacdo das glandulas, bem como o nimero por individuo, varia; elas
podem localizar-se na cabega, torax ou abdémen, onde ocorrem individualmente ou em
grupos; por exemplo, nas baratas, existem uma ou duas, em tenebrionideos
(Coleoptera), duas ou quatro, em milipedes ha um par de glandulas localizadas
lateralmente ou dorso-ventralmente e presentes na maioria dos segmentos corporais
(ROTH; EISNER, 1962).

Citologicamente, as células do epitélio glandular frequentemente mostram uma
elaborada especializagdo. Uma caracteristica comum observada nas glandulas
defensivas dos artropodes € a presenga de canais cuticulares intracelulares, através do
qual os produtos de secrecdo sdo aparentemente descarregados a partir das células.
Muitas delas produzem substancias de alta toxicidade (por exemplo, quinonas, aldeidos,
os acidos graxos de cadeia curta, o acido cianidrico); o organismo dos animais que 0s
produzem consegue fazer com que os produtos das glandulas sejam fisiologicamente
isolados do resto do sistema. A cuticula no reservatorio pode também ser assimétrica,
sendo impermeavel a uma difusdo para o exterior dos conteudos armazenados. Além
disso, os canaliculos intracelulares pode, em si, serem condutos de sentido Unico,
permitindo descarga para fora, mas ndo o retorno do fluxo. Existe a possibilidade de que
em algumas glandulas, os principios toxicos sejam realmente sintetizados no
reservatorio a partir de uma série de precursores relativamente inofensivos fabricados
separadamente das células. Deste modo, mais do que um composto pode ser segregado
e mais deum tipo celular é encontrada no epitélio sugerindo uma conexao de células que
trabalham simultaneamente. Em alguns grupos, a sintese de toxinas ocorre quando os
reagentes sao misturados no limen do reservatorio (ROTH; EISNER, 1962).

H4 uma variagdo consideravel nos mecanismos pelos quais a descarga ¢ efetuada
entre os artropodes, sendo que estas diferenciagdes podem ocorrer entre os proprios
grupos.

A tabela 1 traz os modos de expulsio do fluido defensivo nos diferentes

exemplos de animais.
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Tabela 1: Exemplos de mecanismos de descarga do fluido defensivo em artrépodes (ROTH; EISNER, 1962; EISNER et al., 1963; PAVAN, 1968).

Mecanismo de expulsio do Descri¢ido do mecanismo Onde aparece
fluido
Compressdo muscular Fluido expelido pela compressdo dos musculos Anisomorpha buprestoides (Insecta,
circulares que envolvem o reservatério da glandula Phamastodea)
Compressao do reservatorio  Aumento da pressdo do fluido existente na hemocele Poekilocerus bufonis (Insecta, Orthoptera)

que circunda a glandula

Combinagéo de pressido Contragao dos musculos longitudinais que provoca Eurycotis fioridana (Insecta, Blattodea)
hidrostatica com muscular alongamento do reservatorio e a diminuicao de seu
volume
Combinagao de elasticidade Musculos controlam a abertura do orificio Oncopeltus fasciatus (Insecta, Hemiptera)

do reservatorio com o

aumento da pressao corporal

Ac¢do da musculatura do Reservatorios inseridos na musculatura corporal, que ~ Narceus gordanus (Diplopoda, Spirobolida);

corpo atua junto com a pressdo da hemolinfa provavelmente outros milipedes com glandulas
semelhantes
Ar do sistema traqueal Reservatorio conectado ao tronco traqueal lateral Diploptera punctata ( Insecta, Blattodea)
Ejecdo de spray Reacdo quimica explosiva no interior do reservatorio Coleodpteros do género Brachinus

provocada pelo oxigénio livre liberado, provocando

pressao
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Na maioria dos artropodes as secrecdes defensivas sdo, provavelmente,
produzidas metabolicamente, e isso demonstra que, provavelmente, a alimentagdo nao
contém os compostos de defesa. Por exemplo, em Diploptera, o glicogénio ocorre
abundantemente nas células das glandulas defensivas (ROTH; EISNER, 1962). Os
experimentos mostraram que os granulos em torno do aparelho secretor, sio compostos
fenolicos que podem ser os precursores das quinonas nos reservatorios. A orto-quinona
produzida pelas glandulas coleteriais da barata Periplaneta americana é formada a
partir de B-glicosideo, seu precursor fenolico. Um B-glicosidase hidrolisa o B-glicosideo
e uma fenol-oxidase oxida o fenol com o agente de curtimento de quinona; a B-
glicosidase e um polifenol-oxidase foram encontrados na traquéia (ROTH; EISNER,
1962).

Outro dado importante ¢ a capacidade de direcionar o spray, a qual ¢ claramente
uma vantagem, uma vez que prevé a maxima eficdcia com o minimo de gasto de
secre¢do. Em animais que descarregam um exsudado liquido ao invés de um
pulverizador, pode haver disposi¢des alternativas para minimizar o desperdicio. Por
exemplo, as larvas do besouro Melasoma lapponica (Coleoptera) apos a descarga do
fluido, apresentam um mecanismo que direciona o restante do fluido nao utilizado de
volta para os reservatorios. Quando a larva de Chrysomela tremula (Coleoptera) sofre
muda, os revestimentos cuticulares dos reservatorios das glandulas toracica e
abdominal, retém os seus contetidos no tegumento larval; a pupa de Chrysomela retém o
ultimo tegumento larval (com sua secrecdo) acoplado aos segmentos abdominais
terminais. Quando a pupa € estimulada, seus movimentos forcam o liquido para fora dos
reservatorios da cuticula larval e recolhe o liquido em gotas grandes com as
extremidades dos tubérculos larvais. As gotas de fluido sdo reintroduzidas para os
reservatorios quando a pupa retorna a sua posicao de repouso (ROTH; EISNER, 1962).

Em milipedes que descarregam quinonas, a descarga nao ¢ generalizada, no
entanto, ocorre apenas a partir das glandulas que estdo mais proximas ao estimulo. S
apoOs persistente estimulagdo, a resposta eventualmente se espalha para segmentos
adjacentes. Um comportamento semelhante de resposta ocorre no besouro de feijao
mexicano, Epilachna varivestis (Coleoptera), o qual apresenta como fluido de defesa a
propria hemolinfa; no adulto, as gotas de hemolinfa sdo liberadas a partir das
articulagdes tibio-femoral. Geralmente apenas a perna mais proxima do estimulo

responde. A descarga simultanea a partir de todas as pernas ocorre apenas em resposta a
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estimulagdo generalizada, conforme os insetos sdo manipulados. A larva de Epilachna
também tem uma resposta localizada da hemolinfa, e tanto a hemolinfa larval quanto a
do adulto ¢ um forte repelente para formigas (EISNER et al., 1963).

Estes sdo alguns entre os inumeros exemplos de defesas quimicas, bem como a
diversidade de seus mecanismos de a¢do em artropodes. E possivel observar que os
artropodes compartilham de varias semelhangas entre os modos de secretar os fluidos de

defesa e os compostos utilizados em sua defesa.
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3. OBJETIVOS

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo geral estudar a
morfologia e o contetido das glandulas de defesa da espécie U. atrobrunneus.

Os objetivos especificos foram:
* Analisar a ultramorfologia, a histologia e a ultraestrutura da glandula de defesa com a
finalidade de descrever a conformacdo da glandula e as células que a compoem;
* Realizar testes histoquimicos por meio de técnicas que detectem a presenca de
proteinas, polissacarideos, célcio e lipideos;
* Realizar a andalise dos compostos volateis da secrecao defensiva do milipede por meio
da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).

Uma vez que a espécie vem se tornando uma provavel “praga” em centros
urbanos do estado de Sao Paulo, acredita-se que esta pesquisa possa fornecer subsidios

para o melhor conhecimento da biologia da espécie U. atrobrunneus.
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4. MATERIAIS E METODOS

Individuos adultos de U. atrobrunneus foram coletados na cidades de Rio Claro,
Sao Paulo. Os animais foram mantidos em terrario contendo terra e folhico, umedecidos
periodicamente. As glandulas de defesa foram obtidas por dissecacdo dos espécimes
anestesiados, realizada emplacas de disseccao contendo solucao fisioldgica.

Os métodos consistiram em:

4.1 Ultramorfologia
Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

O material foi fixado em solu¢do Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) durante 24
horas e desidratadas em acetona 50, 75, 90, 95 ¢ 100% durante 5 minutos cada banho, o
ultimo repetido por trés vezes. As pecas foram transferidas para vidros até que
estivessem secas e em seguida, o material foi colado em suportes metalicos (stubs) para

que pudessem entdo ser analisado ao microscopio eletronico de varredura de baixo

vacuo, HITACHI TM3000 e fotografado.

4.2. Histologia

Foi utilizada a técnica de inclusdo em resina (historesina) para estudos
histologicos e histoquimicos. Para isso, as glandulas de defesa foram fixadas em
solugdo Bouin, paraformaldeido 4% e formolcélcio durante aproximadamente 24 horas
em geladeira, de acordo com a técnica utilizada. Em seguida foram desidratadas em
alcool 70, 80, 90, e 95% durante 30 minutos cada banho, e entdo transferidas para uma
solugdo de resina de embebicdo Leica, durante 24 horas, mantido em geladeira. As
glandulas foram colocadas em moldes preenchidos com resina de inclusdao. Em seguida,
o material foi seccionado com auxilio do microtomo Leica (Modelo: RM 2245); as
seccoes foram hidratadas e recolhidas em laminas. Depois de secas, essas laminas foram

coradas com hematoxilina e eosina (HE) conforme rotina histologica.

4.3. Histoquimica
4.3.1. Proteinas Totais
Azul de Bromofenol (PEARSE, 1985)
Fixagdo do material em paraformaldeido 4% e/ou solugdo Bouin, coloragdo pela

solucao de azul de bromofenol a temperatura ambiente por aproximadamente 1 hora;
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lavagem dos cortes em dgua e banho em acido acético 0,5% por 5 minutos; passagem
em alcool butilico terciario.

4.3.2. Polissacarideos

Técnica do PAS (Acido Periédico Schiff) - Polissacarideos neutros (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983)

Fixacdo em solu¢do Bouin; oxidag¢do por 10 minutos em acido periddico 0,4%;
reacdo no reativo de Schiff por aproximadamente 1 hora no escuro; deixar em agua
sulfurosa por 3minutos; lavar em agua corrente por 3 minutos.

Técnica simultinea PAS e azul de Alcian — Polissacarideos neutros e acidos
(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983)

Fixacdo em solugdo Bouin; passar o material em agua destilada; corar com
Alcian (pH= 2,5) por 30 minutos; lavar em 4gua destilada; oxidacdo por 5 minutos em
acido perioddico 1%; lavar em dgua destilada; reacdo no reativo de Schiff por 30 minutos
no escuro; deixar em agua sulforosa por 1 minuto; lavar em agua corrente por 3
minutos.

4.3.3. Lipidios
Sudan Black B - Lipidios neutros (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983)

Fixacdo em formolcélcio; coloracdo pelo sudan black B por 15 minutos;
lavagem em agua destilada e em alcool 70%; em seguida montagem das laminas em
gelatina glicerinada.

Azul do Nilo - Lipidios neutros e acidos (LISON, 1960).

Fixagdo em formolcélcio; coloragdo pelo azul do Nilo por 5 minutos a
temperatura de 37°C; lavagem em agua corrente; banho em acido acético 1% por 1
minuto; em seguida montagem da lamina em gelatina glicerinada.

4.3.4. Calcio
Método de von Kossa (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983)

Fixacdo em paraformaldeido 4% ou solucdo Bouin; imersdo dos cortes em

nitrato de prata por 20 minutos; lavagem em 4agua e transferéncia dos cortes para

revelador D-75; imersdo em fixador F-5 por 5 minutos.
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4.4 Ultra-estrutura
Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As glandulas de defesa foram fixados em glutaraldeido 2,5%, em tampao
cacodilato 0.1M a 4° C, lavados em tampao cacodilato e pos-fixados em tetroéxido de
O6smio 1% por 2 horas. Novamente foram lavadas no mesmo tampdo, colocadas em
alcool 10% por 15 minutos e contrastado com acetato de uranila 2% em alcool 10% por
4 horas. Em seguida, foi feita uma desidratagdo em série crescente de acetona,
submetido a solugdo resina: acetona (1:1) por 12horas, embebido em resina Epon-
araldite com catalisador por 24 horas e levado pra estufa a 70° C por 24 horas para a
polimerizacdo da resina. O material foi seccionado em ultramicrétomo e as grades
obtidas foram contrastadas e observadas ao microscopio eletronico de transmissao

Phillips CM 100.
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5. RESULTADOS
Os resultados serdo apresentados na forma de artigos cientificos, os quais serao

submetidos as revistas especializadas da area.

- ARTIGO 2: Analise morfologica das glandulas de defesa do diplopodo
Urostreptus atrobrunneus
Autores: Cristina Moreira de Sousa, Lucilene Delazari dos Santos, Carmem Silvia

Fontanetti

- ARTIGO 3: Secrecio defensiva do milipede sinantropico Urostreptus
atrobrunneus (Spirostreptidae)

Autores: Cristina Moreira de Sousa, Sebastido Zando Filho, Marcela Paula Silva,
Lucilene Delazari dos Santos, Carmem Silvia Fontanetti

Submetido a revista “Journal of Chemical Ecology”
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ARTIGO 2

Analise morfoldégica das glandulas de defesa do dipléopodo Urostreptus
atrobrunneus

o 4o . . . 2 oy e
Cristina Moreira de Sousal, Lucilene Delazari dos Santos”, Carmem Silvia

Fontanetti’

Departamento de Biologia — Instituto de Biociéncias, Rio Claro, SP, Brasil.
Av. 24-A, 1515, CEP: 13506-900, Rio Claro, SP, Brasil

1: cris.sousa.bio@hotmail.com; 2: lucilene@cevap.org.br; 3:fontanet@rc.unesp.br

Resumo

Os milipedes sao macro-artropodes de solo que representam um papel
imprescindivel na manutengdo do ecossistema; alteram a natureza fisica do solo ao
passo que, aumentam a porosidade, a retengdo de agua e influenciam no processo de
transporte de nutrientes. Sao animais que nao apresentam populagdes numerosas, no
entanto mudancas climaticas, utilizagdo de pesticidas e desequilibrios ambientais podem
ocasionar explosdes populacionais; possuem poucos predadores, devido ao seu
exoesqueleto resistente e a presenca de glandulas de defesa ao longo do corpo, que
secretam substancias volateis, na medida em que esses animais sdo incomodados. O
milipede Urostreptus atrobrunneus Pierozzi & Fontanetti, 2006, apresentou alguns
pontos de infestagdo em centros urbanos do estado de Sdo Paulo, Brasil, causando
incomodos a populagdo humana. O fato de se tratar de uma espécie sinantropica, torna-
se necessario compreender o funcionamento de seu meio quimico de defesa. Com o
intuito de contribuir para um melhor conhecimento desta potencial “praga”, este
trabalho apresenta as andlises ultramorfoldgicas, histologicas, histoquimicas e
ultraestruturais das glandulas de defesa do milipede U. atrobrunneus. Por meio das
analises foi possivel observar que as glandulas de defesa desta espécie € do tipo 2,
segundo a classificacdo de Eisner et al. (1978) para glandulas de defesa de milipedes.
Este tipo ¢ formado por um saco esférico denominado vesicula glandular, regido
correspondente ao reservatério da glandula, e um ducto que conduz a secre¢ao até o

poro localizado na lateral do corpo do milipede, comumente encontrada em
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representantes da ordem Spirostreptida, a qual pertence a espécie U. atrobrunneus. A
glandula ¢ revestida internamente por uma espessa cuticula, atestando sua origem
ectodérmica, esta apresenta grande quantidade de canais-poros. O epitélio glandular ¢
formado por dois tipos de células secretoras, segundo classificagdo de Noirot e
Quennedy (1974, 1991) definidas para glandulas de insetos: as células pertencentes a
classe 1, caracterizada pela presenca de microvilosidades na face apical; e as
pertencentes a classe 3, caraterizadas pela presenga de canaliculos no citoplasma. Ao
redor da glandula encontra-se uma musculatura bem desenvolvida e a presenca do corpo

gorduroso parietal.

Palavras-chave: Spirostreptidae, defesa quimica; estrutura glandular, histologia, MEV,

MET.
1. Introducao

Os diplopodos sdo considerados artropodes importantes na dinamica do solo,
provocando maior aeragdo e enriquecimento da matéria organica nele presente. De
acordo com Bueno-Villegas et al. (2004) os diplépodos sdo um dos principais
componentes da fauna do solo envolvidos com a formagdo do mesmo, e representam
uma consideravel importancia ecoldgica para desagregacdo de detritos, dentro do ciclo
de decomposicao. Estes animais afetam a decomposi¢do por meio da fragmentagdo e da
inoculagdo da matéria organica com esporos de bactérias e fungos, e finalmente
convertem a matéria organica em humus (BLOWER, 1995; DANGERFIELD, 1990).

Diplopodos geralmente ndo apresentam populagdo numerosa, no entanto, €
encontrada na literatura uma série de relatos sobre algumas espécies que apresentaram
explosdes populacionais, normalmente ocasionadas por desequilibrios ambientais
(CLOUDSLEY-THOMPSON, 1949; NIIJIMA; SHINOHARA, 1988; BOCCARDO et
al.,, 1997, 2002; KANIA; TRACZ, 2005;FONTANETTI et al., 2010). O milipede
Urostreptus atrobrunneus ¢ uma espécie que chamou ateng¢ao de pesquisadores diante
da alta proliferagao que apresentou em alguns centros urbanos no estado de Sao Paulo
(BOCCARDO, 1998; FONTANETTI et al., 2007).

Sdo animais que apresentam poucos inimigos naturais € isso ocorre em virtude
dos mecanismos de defesa que apresentam, os quais podem ser fisicos e quimicos
(MEINWALD et al., 1966). Fisicamente os diplopodos dispdem: 1) de uma barreira

tegumentar, pois seu exoesqueleto ¢ impregnado por sais de célcio, o que os tornam
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muito resistentes e praticamente impalataveis; 2) do comportamento de enrolar-se, de
modo a formar uma espiral ou uma esfera perfeita conforme a espécie (HOPKIN;
READ, 1992); 3) de movimentos violentos, como serpente, na tentativa de escapar; 4)
do ato de defecar quando irritados (LAWRENCE, 1984); 5) a emissao de cerdas rigidas
localizadas na extremidade posterior, em direcdo ao predador, como ocorre com
membros do grupo Penicillata (SHELLEY, 1999). Quimicamente, as defesas dos
dipléopodos podem ser: 1) a coloragdo aposematica; 2) a bioluminescéncia; 3) as
glandulas de defesa, também conhecidas como glandulas repugnatorias (HOPKIN;
READ, 1992; RUPPERT et al., 2005).

As glandulas de defesa merecem destaque devido a diversidade de compostos
que podem ser encontrados em seu conteudo. Muitos experimentos conduzidos em
laboratorio demonstraram que as secregoes defensivas dos milipedes sao eficazes contra
uma ampla gama de predadores (HOPKIN; READ, 1992).

Hopkin e Read (1992) sugerem que as glandulas de defesa dos milipedes tenham
evoluido com estimulos dos predadores. Os autores acreditam que provavelmente a
chegada de formigas proporcionou uma pressdo seletiva para a evolucdo das glandulas
de defesa; concluem ainda que para algumas espécies, a secre¢do fornece uma defesa
eficaz, mas para outros predadores ndo, uma vez que ainda sdo capazes de utilizar de
estratégias que permitem predar os milipedes, sem que estes consigam se defender. A
capacidade de algumas espécies tropicais de ejetarem suas secrecdes por distancias
consideraveis torna improvavel o fato de que as glandulas de defesa tenham evoluido
em resposta somente a predadores invertebrados (HOPKIN; READ, 1992).

A descricao morfologica das glandulas de defesa dos milipedes ¢ fundamental
ndo soO para classificacdo dos grupos taxonomicos como para identificacdo das espécies.
Milipedes pertencentes a mesma familia possuem o aparelho glandular semelhante, no
entanto, a composi¢do da secrecdo presente nas glandulas de defesa pode diferir
significativamente (WU et al., 2007).

Eisner et al. (1978) reconheceu trés tipos morfologicos de glandulas de defesa
em milipedes: Tipo 1: cada glandula ¢ envolta por uma rede de musculos que forcam a
secrecdo para fora através das aberturas, a secre¢do ¢ emitida no aspecto de gotas
pegajosas, ocorre em Glomerida; Tipo 2: esta glandula consiste de uma saco esférico,
contendo células secretoras, o qual se abre na superficie lateral do milipede através de

um poro, estd presente na maioria das ordens incluindo Spirobolida, Spirostreptida,
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Julida, Callipodida, Platydesmida e Polyzoniida; Tipo 3: encontrado exclusivamente em
Polydesmida; as glandulas de defesa apresentam dois compartimentos, no interior do
compartimento menor aloja-se mandelonitrila, enquanto que no outro (o qual é separado
por uma valvula) estd contida uma enzima que catalisa a quebra de mandelonitrila em
cianeto de hidrogénio e benzaldeido; o contetido destas camaras ¢ produzido por células
secretoras especializadas, as quais podem ser encontradas nas paredes destas camaras.

Além de classificar os milipedes de acordo com o tipo de glandula de defesa que
possuem, ¢ possivel também classifica-los de acordo com as substancias que secretam.
Por exemplo, benzoquinonas sdo substancias caracteristicas das ordens Julida,
Spirobolida e Spirostreptida; milipedes que ejetam fendis sdo pertencentes a ordem
Callipodida; os que emitem compostos cianogénicos representam a ordem Polydesmida;
quinazolinonas a ordem Glomerida; alcaldides a ordem Polyzoniida (EISNER et al.,
1996).

Diante do fato da espécie U. atrobrunneus ser considerada uma provavel
“praga” em centros urbanos do estado de Sao Paulo e apresentar um intimo contato com
a populacdo humana, uma andlise detalhada de suas glandulas de defesa, torna-se
imprescindivel para um melhor conhecimento da espécie. E virtude disso, o objetivo
deste trabalho foi descrever a morfologia da glandula de defesa do milipede por meio

das técnicas histologica, histoquimicas e ultraestrutural.

2. Material e métodos

Foram coletados individuos adultos de U. atrobrunneus nos arredores da cidade
de Rio Claro, Sao Paulo, Brasil. Os animais foram mantidos em terrario contendo terra e
folhico, umedecidos periodicamente. As glandulas de defesa foram obtidas por
dissecacdo dos espécimes anestesiados, feita em placas de dissecagdo contendo solugdo
fisioldgica.

O material processado para microscopia eletronica de varredura (MEV) foi
fixado em solu¢ao Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) durante 24 horas, e desidratado
em acetona 50, 75, 90, 95 e 100% durante 5 minutos cada banho, sendo este ultimo
repetido por trés vezes. O material foi transferido para suportes metalicos (stubs),
analisado e fotografado ao microscopio eletronico de varredura de baixo vacuo,

HITACHI TM3000.
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Para os estudos histologicos e histoquimicos foi utilizada a técnica de inclusao
em resina (historesina). As glandulas de defesa foram fixadas em solu¢do Bouin,
paraformaldeido 4% e formolcalcio dependendo da técnica aplicada. O material foi
incluido em historesina e corado com hematoxilina/eosina para analise histologica.

Os testes histoquimicos aplicados foram: Azul de Bromofenol (PEARSE, 1985)
para deteccio de proteinas; técnica do Acido Periddico-Schiff (PAS) e técnica
simultinea PAS e Azul de Alcian (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) para
polissacarideos; técnica de von Kossa (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) para célcio
e Azul do Nilo (LISON, 1960) e Sudan Black B (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983)
para lipidios.

O material processado para microscopia eletronica de transmissdo foi fixado em
glutaraldeido 2,5%, em tampao cacodilato 0.1M a 4° C, lavados em tampao cacodilato e
pos-fixados em tetroxido de 6smio 1% por 2 horas; foi entdo novamente lavado no
mesmo tampao, colocado em alcool 10% por 15 minutos e contrastado com acetato de
uranila 2% em dalcool 10% por 4 horas; apés este procedimento foi feita uma
desidratacao do material em série crescente de acetona, submetendo-o a solucao resina:
acetona (1:1) por 12 horas; o mesmo foi embebido em resina Epon-araldite com
catalisador por 24 horas e levado para estufa a 70° C por 24 horas para a polimerizagao
da resina. O material foi seccionado em ultramicrotomo e as grades obtidas foram

contrastadas e observadas ao microscopio eletronico de transmissdo Phillips CM 100.

3. Resultados

3.1. Ultramorfologia

Durante a disseccao foi possivel observar os poros das glandulas de defesa de U.
atrobrunneus a partir do 6° diplossegmento, estando presente até o penaltimo.
Observou-se também que a coloragdo da glandula ¢ extremamente escura,
provavelmente pela natureza da secrecao.

As glandulas de defesa de U. atrobrunneus encontram-se dispostas na lateral do
corpo do animal (Fig. 1A) e sua conformagao consiste em um saco esférico, ou vesicula
glandular, dotado de um canal, ou ducto, ao qual esta conectado ao tegumento por um

poro onde ocorre a liberagdo da secrecdo (Figs. 1A, C, D); elas ocorrem aos pares no
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diplossegmento. Observou-se que ha muitos feixes de fibras musculares que envolvem
as glandulas (Fig. 1A, B).
Na andlise ao microscopio eletronico de varredura observou-se que,

externamente, a superficie da glandula ¢ irregular (Fig. 1D).

3.2 Histologia

Nos cortes histologicos confirma-se o formato da glandula (Fig. 2A), com a
regido referente a vesicula glandular e ducto ou canal.

A vesicula glandular possui uma parede espessa formada por células glandulares
de citoplasma heterogéneo dotado de muitos vacuolos (Figs. 2B, C); os nucleos sdo
irregulares aparentemente por pressao dos vacuolos citoplasmaticos e possuem limites
pouco definidos (Fig. 2B). Foi possivel observar canaliculos por entre as células da
porcao glandular (setas nas Figs. 2B, C).

Internamente, a vesicula glandular ¢ dotada de uma cuticula bastante espessa
(Figs. 2B, C, D); na qual pode se observar a presen¢a de iniimeros canais, que
provavelmente representam os canais-poro (setas nas Fig. 2D). Ao redor da glandula
observou-se o intimo contato do corpo gorduroso parietal (Fig. 2F), além de uma
musculatura bem desenvolvida (Fig. 2E).

O ducto da glandula ¢ formado por um epitélio pavimentoso simples (Fig. 2F),

também revestido internamente por uma cuticula.

3.3 Histoquimica

As analises histoquimicas demonstram que no epitélio que reveste o reservatorio
da glandula de defesa existem células que reagem de modos diferentes a técnica para
deteccdo de proteinas, demonstrando que este epitélio ¢ claramente composto por dois
tipos celulares; observa-se que ha células que se coram mais fortemente pela técnica, as
quais se encontram na regido periférica (Figs. 3A, B), enquanto que outras se coram
mais fracamente, localizadas preferencialmente mais proximas a cuticula (Figs. 3A, B).

Na regido do ducto da glandula observa-se que a cuticula do ducto ¢ fortemente
positiva para deteccdo de proteinas, enquanto que o epitélio que o reveste reage

fracamente a técnica (Fig. 3C).
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A detec¢dao de calcio permite observar que existem esferocristais no epitélio
glandular (Figs. 3D, E). Muitos desses esferocristais ndo se mantiveram no material e
foram removidos pela microtomia, resultando em inimeros espagos vazios observados.

As células da porg¢ao glandular e do ducto nao apresentam polissacarideos e nem

lipideos neutros e acidos.

3.4 Ultraestrutura

A andlise ultraestrutural possibilitou uma caracterizacdo mais detalhada da
morfologia das células da vesicula glandular e o ducto, bem como da cuticula que
reveste internamente esta estrutura.

A vesicula glandular apresenta-se composta por células glandulares dotadas de
citoplasma heterogéneo. Estas células encontram-se apoiada numa espessa lamina basal
(Figs 4A, B, C, E); os limites celulares sdo imprecisos € as jungdes celulares sdo do tipo
interdigitacdes (Fig. 4A). Os nucleos apresentam morfologia irregular (Fig. 4D).

A presenca de células de citoplasma claro e escuro, observadas na deteccao de
proteinas ¢ condizente ao encontrado na ultraestrutura; as células, com citoplasma claro,
apresentam-se quase que totalmente preenchidas por esferocristais, sendo a maioria
removida durante a preparacdo do material ou durante a microtomia, resultando em
muitos espacos vazios (Figs. 4A, B, C, D, F). Estas correspondem as células
pertencentes a classe 1, segundo a classificacdo dada para células glandulares de insetos
(NOIROT; QUENNEDY, 1991), as quais sdao caracterizadas pela presenca de
microvilosidades na face apical (Figs. 4B, 5A, B, C)) As células com citoplasma escuro
sdo as que apresentam vesiculas proteicas (Fig. 4C). Por entre as células sdo observados
canaliculos (Figs. 4E, F), atestando que estas pertencem a classe 3 (NOIROT;
QUENNEDY, 1991). A presenca dos canaliculos sugere que ocorram duas células
conectadas, uma célula secretora e uma célula canal; a célula que secreta o canal se
comunica com a regido receptora da célula secretora através de inGimeras
microvilosidades (Figs. 4E, F). Esta estrutura responsavel pela juncao entre a célula
secretora e a c€lula canal também pode ser denominada “end apparatus”, porém
encontra-se num diferente grau de desenvolvimento, formado pelo canal receptor que
apresenta uma cuticula interna interrompida e estd circundado por microvilosidades

(Fig. 5A).
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Sao observadas varias mitocondrias e regides de reticulo endoplasmatico rugoso,
distribuidos pelo citoplasma das células (Figs. 4B, D, E, F).

A vesicula glandular ¢ provida internamente de uma cuticula bastante espessa,
(Figs. 4B; 5A, B, C, D); ¢ possivel observar no espaco subcuticular a presenga de canais
das células classe 3 (Figs. 5B, C), bem como a deposicao de varias figuras mielinicas no
espaco subcuticular (Fig. 5B).

A cuticula da glandula de defesa apresenta mais externamente uma fina camada
eletrondensa e outra mais eletronlicida (Figs. 5A, B, C, D). Na camada mais superficial
observa-se a ocorréncia de inimeros canais-poros (Fig. 5D), os quais possuem cerca de
14,95 nm de diametros, por onde ocorre a passagem de material secretado em diregdo ao
lumen (Fig. 5D).

O ducto da glandula apresenta um epitélio composto por células dotadas de
nucleos achatados, constituindo um epitélio pavimentoso, apoiado numa fina lamina
basal, unidas por intergiditagdes; o citoplasma destas células ¢ preenchido por inimeros
esferocristais (Fig. SE). A cuticula do ducto da cuticula apresenta basicamente a mesma

constitui¢do encontrada na vesicula glandular (Figs. 5E, F).

4. Discussao

A presenca de glandulas de defesa em milipedes ¢ algo bastante comum, exceto
na subclasse Penicillata e nas ordens Sphaerotheriida e Chordeumatida (EISNER et al.,
1978); sdao glandulas que ocorrem aos pares por diplossegmento (HOPKIN; READ,
1992). Em U. atrobrunneus, as glandulas de defesa surgem a partir do sexto
diplossegemento e estdo presentes até o final do corpo.

De acordo com a classificacdo especifica para glandula de defesa de diplopodos
proposta por Eisner et al. (1978), existem trés tipos de glandulas de defesa; diante de
suas descrigdes, a ordem Spirostreptida possui o tipo 2, a qual consiste em uma
estrutura muito simples, um saco glandular dotado de um ducto. Esta estrutura se abre
na superficie lateral do milipede por meio de um pequeno poro; estes ficam fechados em
circunstancias normais, porém quando o animal se sente ameagado estas glandulas sao
estimuladas e descarregam seu conteudo, a partir da contragdo do musculo que se
encontra ligado ao ducto.

Esta morfologia foi observada em U. atrobrunneus, um espirostreptideo, ou seja,

foi observado um saco esférico, que representa a regido denominada vesicula glandular
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e um ducto, o qual se abre num poro na lateral do corpo do animal, sendo, portanto, uma
glandula pertencente ao tipo 2.

Eisner et al. (1978) descreveram ainda, que aparentemente, este saco ndo ¢
circundado por musculo, logo a emissao da secre¢do, provavelmente ocorre devido ao
aumento de pressao da hemolinfa. Ao contrario do que os autores propuseram para as
glandulas do tipo 2, em que a vesicula glandular ndo ¢ circundada por musculo, a
glandula de defesa de U. atrobrunneus, apresentou uma musculatura bastante
desenvolvida ao redor de toda sua extensao, incluindo o ducto.

Os estudos realizados por Barth (1967) com as glandulas de defesa de
Rhinocricus padbergi demonstraram que na descri¢ao anatdmica do aparelho glandular,
este se apresenta como sendo uma invaginagdo do integumento; o epitélio glandular
apresentou formacdo homodloga a hipoderme, comprovado pela presenga de um
revestimento cuticular e de pigmentos nas células de todo aparelho. O sistema de defesa
compde-se de uma vesicula glandular, de um canal condutor ¢ de um dispositivo de
fechamento. Em U. atrobrunneus, a glandula de defesa apresentou-se semelhante com a
descrigdo feita para espécie R. padbergi.

Os estudos realizados com a morfologia de glandulas de defesa de diplopodos
sdo escassos, por esta razdo faz-se necessdrio a comparagdo destas glandulas com os
estudos realizados com as glandulas de insetos, visto que os animais desta classe
apresentam muitas semelhancas com a classe Diplopoda.

A cuticula é uma secre¢do das células epidérmicas e cobre todo o exterior do
corpo de insetos, formando o exoesqueleto, bem como delimita a luz de todos os 6rgaos
de origem ectodérmica, tais como o estomodeo, proctodeo, as traquéias e as glandulas
ectodérmicas (CRUZ-LANDIM, 2009; CHAPMAN, 1998). Do mesmo modo, esta
informagao se aplica para outros artrépodes, uma vez que ambos compartilham destas
mesmas caracteristicas, e confirma os resultados observados neste trabalho, uma vez
que foi possivel visualizar que a constitui¢do da glandula de defesa apresenta em seu
interior uma espessa camada de cuticula, demostrando que esta ¢ uma glandula de
origem ectodérmica, ou seja, que esta glandula originou-se de uma invaginagao
epidérmica.

Cruz-Landim (2009) descreveu que em abelhas, os canais-poro sdo muito
numerosos na cuticula que recobre regides glandulares da epiderme e servem para

eliminacdo da secre¢do. Sugere-se que os inumeros canais visualizados na cuticula da
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glandula de defesa de U. atrobrunneus possam ser canais-poro ¢ que estejam
relacionados a eliminacdo da secre¢do da glandula, uma vez que estdo presentes por
toda extensdo da cuticula.

As células epidérmicas podem ser consideradas glandulares na medida em que
sao responsaveis pela sintese da cuticula, dos componentes da membrana basal, das
enzimas, etc. Algumas regides se especializam para constituir glandulas variadas, cujas
células produzem substancias especiais. Diante disso, Noirot e Quennedey (1974, 1991)
classificaram as células glandulares em trés classes:

Classe 1: as modificagcdes do tegumento sao pequenas, as glandulas constituidas
por esta classe de células constam de regides onde as células epidérmicas se encontram
hipertrofiadas, recobertas por uma cuticula, sem ou com pequenas modificagdes,
destinadas a eliminacdo da secre¢do; esta ¢ geralmente eliminada pelos canais-poro.

Classe 2: as células propriamente glandulares ndo apresentam contato direto com
a cuticula e estdo intimamente apostas ou embutidas em regides hipertrofiadas da
epiderme; a célula secretora é um endcito e a secre¢do ¢ passada deste para a célula
epidérmica e, através desta, eliminada pelos canais-poro da cuticula.

Classe 3: as células secretoras localizam-se abaixo do tegumento, afastadas
deste, mas a ele conectadas por um canal excretor, estas células s3o geralmente esféricas
e tém o citoplasma percorrido por uma invagina¢ao da membrana plasmatica que forma
um canal coletor da secrecdo revestido por cuticula, localizado em uma darea
denominada espago secretor, delimitado pela membrana plasmatica invaginada. Este
canal, aparentemente intracelular, estd conectado ao canal excretor que liga a célula
secretora ao tegumento; o canal excretor € também formado por uma célula epidérmica
modificada e tem a luz revestida por cuticula.

Quennedey (1998) descreveu a ultraestrutura e a morfogénese das classes de
células epidermais de insetos. Neste trabalho, o autor relatou que hda uma grande
variabilidade na organizacdo das células da classe 3. A cuticula secretada pelas células
classe 3, independentemente do niimero de células que formam a unidade glandular,
forma um ducto de cuticula, que liga a célula mais interna da unidade com a cuticula
externa. O ducto cuticular tem duas partes: uma corresponde ao canal receptor
localizado no espaco extracelular da célula secretora, delimitada por microvilosidades,
onde a secre¢do ¢ armazenada e o canal de conducdo envolto por uma ou mais células

externas. O canal de condugdo ¢ geralmente envolto por um canal celular, mas pode ser
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uma cé¢lula epidérmica comum. Tal célula epidérmica ¢, de fato, um canal celular
verdadeiro. Em muitos casos, duas células para o canal sdo dispostas ao longo do canal
condutor que mantém o mesmo didmetro em todo o seu comprimento. A célula mais
interna ¢ considerada secretora quando microvilosidades estdo presentes em todo o
canal condutor. O canal receptor ¢ geralmente um simples prolongamento do canal de
condugdo, com a mesma forma e didmetro. As vezes, ¢ composto por um unico tubo
perfurado, ¢ geralmente formado de epicuticula interrompida no interior, dispostas em
uma ou mais camadas. Quando varias camadas estdo presentes no canal a aparéncia ¢
esponjosa.

Cruz-Landim e Abdalla (2002) em seus trabalhos sobre as glandulas exdcrinas
de abelhas mencionaram que, na classe 3, as células secretoras geralmente ndo se
encontram incorporadas a epiderme, embora sejam originadas dela; a células secretora
destacada da epiderme, ¢ geralmente esférica e provida de um canal que a liga a um
poro na cuticula por onde a secrecdo ¢ descarregada. Esta célula apresenta um
mecanismo complexo de descarga da secrecdo, pois sua membrana plasmatica produz
uma invaginagdo, a qual cria um espago, aparentemente intracelular, por onde a célula
secreta uma cuticula; este espago na maioria das vezes toma a forma de um canaliculo,
que aparentemente percorre todo o citoplasma da célula e tem sido denominado
canaliculo intracelular, embora topologicamente esteja fora da célula. A membrana
plasmatica que limita este espaco pode apresentar microvilosidades ou invaginacdes
tubulares que formam um labirinto peri-canalicular.

Portanto, canaliculo, canal intracelular, canal coletor, ampola e aparato terminal
(“end apparatus™), sdo designacdes encontradas em varios trabalhos para se referir a
mesma estrutura, embora elas possam apresentar diferentes graus de desenvolvimento
(CRUZ-LANDIM; ABDALLA, 2002). Diante dessas informacdes, sugere-se que a
glandula de defesa do milipede U. atrobrunneus é composta por células glandulares
pertencentes a classe 3, apresentando o canaliculo em seus diferentes graus de
desenvolvimento, conforme as descrigdes encontradas na literatura.

As células glandulares classe 3 foram observadas em diversos trabalhos com
diferentes espécies, como por exemplo, Billen et al. (1999) que descreveu a glandula
pigidial da formiga Aenictus alticola, Cruz-Landim e Abdalla (2002) que descreveram a
glandula intramandibular da abelha Oxytrigona tataira, Costa-Leonardo et al. (2009)

em seu trabalho com glandulas mandibulares do cupim Coptotermes gestroi, Vieira et
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al. (2012) na descricdio da glandula metapleural da formiga Atta laevigata,
demonstrando que as células glandulares do milipede U. atrobrunneus também
compartilha das descri¢des utilizadas para outros grupos de artropodes.

Cruz-Landim (2009) descreveu que na organizagdo das glandulas de cera dos
meliponineos que apresentavam células glandulares da classe 1, foi observado que a
porcdo apical das células é ocupada por um labirinto de espacos formados por
invaginacdes da membrana plasmatica apical das células; estes espacos e o espaco
subcuticular que se forma entre as células e a cuticula que as recobre aparecem
preenchidos por secrecdo; assim que passa a fase em que a operaria produz cera, o
epitélio glandular regride e volta a apresentar o aspecto comum a epiderme do restante
do corpo da abelha. Do mesmo modo, nas analises ultraestruturais da glandula de defesa
de U. atrobrunneus também foram visualizados labirintos formados na regido apical das
células da vesicula glandular, atestando que as células que o compdem sdo pertencentes
a classe 1, segundo as descri¢des existente para insetos; € no espaco subcuticular,
observou-se a formagao de figuras mielinicas, provavelmente conduzidas até esta regido
pelas invagina¢des da membrana citoplasmatica apical .

De acordo com Cruz-Landim (2009) as figuras mielinicas provavelmente sdao
resultantes do processo de degeneragdo e autodigestdo. Existe uma explicagdo que se
aplica para os enocitos (células de origem ectodérmica), a qual diz que a morfologia dos
granulos que se acumulam nos endcitos das abelhas mais velhas ¢ compativel tanto com
uma secre¢do de natureza hidrocarbonica como lipidica; ¢ compativel também com a
estrutura muitas vezes observada em residuos nao digeridos resultantes de auto ou
heterofagias celulares, as figuras mielinicas.

Deste modo, existe a hipdtese de que as figuras mielinicas observadas na regido
subcuticular da vesicula glandular de U. atrobrunneus, possam ser uma secre¢do de
natureza hidrocarbdnica, visto que a secre¢do defensiva do milipede ¢ composta
basicamente por hidrocarbonetos (benzoquinonas e benzaldeidos).

A ultraestrutura da glandula intramandibular da abelha M. quadrifasciata,
demonstrou que no citoplasma desta célula havia muitas mitocondrias, reticulo
endoplasmatico rugoso e secre¢do sob a forma de granulos eletrondensos, sugerindo
composi¢ao protéica ou glicoproteica (CRUZ-LANDIM, 2009). A presenga de granulos

protéicos também foi observada na vesicula glandular de U. atrobrunneus, além da
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presenca de mitocondrias e de reticulo endoplasmatico rugoso, o que sugere a
participagdo de compostos protéicos na composi¢cdo da secre¢ao defensiva do milipede.

A observacdo das células epiteliais da vesicula glandular de U. atrobrunneus
com citoplasma mais claro (classe 1) e outras com citoplasma mais escuro (classe 3)
indica que possivelmente estas células estejam envolvidas com a produgdo das
diferentes substancias que irdo compor o conteudo final da secre¢do defensiva do
milipede. O fluido defensivo deste animal apresenta-se formado por compostos volateis,
mas também por compostos que permanecem numa fase liquefeita, e deste modo
pressupde-se que estas células realizem a produgao de ambas substancias, além de
armazena-las.

A formagdo de esferocristais, corpos mineralizados, ou corpos concéntricos,
como denominam alguns autores, ¢ algo bem estabelecido em vérios filos de
invertebrados; sdo estritamente de base mineral e podem ser produzidos por diferentes
orgdos. O acumulo de minerais nos esferoscristais ¢ um mecanismo importante para
manutencdo da homeostase do organismo; os insetos possuem vdarias estruturas com
essa fung¢do, incluindo esferocristais e granulos que contém minerais ou elementos ricos
em purina. Varios tipos de esferocristais também foram encontrados em Mollusca e
Crustacea (HUBERT, 1975; 1979); o acumulo observado em todos esses casos revela
um processo de equilibrio i6nico, o qual envolve processos fisiolégicos como
reciclagem, armazenamento e excre¢do de minerais.

Os corpos mineralizados, corpos concéntricos ou esferocristais sdao corpos
esféricos que apresentam organizag¢do estrutural variada; podem consistir de varias
camadas concéntricas de material amorfo ou podem ser envolto por uma camada de
material elétron-denso intimamente associado @ membrana circundante (FONTANETTI
et al., 2006). De acordo com Hubert (1979) estas estruturas comumente ocorrem como
esferitos ou granulos em Diplopoda. Kdélher et al. (1995) utilizaram o termo esférito
para designar inclusdes de metal nas células e para distinguir entre os tipos de granulos
de acordo com sua composi¢ao quimica.

No citoplasma das células da vesicula glandular do milipede U. atrobrunneus
foram observados esferocristais, os quais muitos foram removidos durante o
processamento € a microtomia do material, resultando em espacos vazios; os que se

mantiveram apresentavam um tipo de material alojado no centro. Visto isso, algumas
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hipoteses sobre o contetido desses esferocristais podem ser sugeridas, uma vez que
apresentam formas bem caracteristicas de alguns esferocristais descritos na literatura.

Segundo Locke (1984), os esferocristais de urato que ocorrem no corpo
gorduroso das baratas, também conhecidos como urocitos, apresentam-se envoltos por
uma membrana; esses vacuolos possuem um cortex de material fibroso e um nucleo
composto de material semelhante ao do cortex; o urato ndo ¢ preservado durante o
processamento do tecido para analise morfoldgica, pois ocupa a area mais clara entre o
nucleo e o cortex; a origem destes vactiolos com urato nao ¢ bem estabelecida, mas
todos se apresentam circundados por finas membranas semelhantes a membrana
plasmatica.

Fontanetti et al. (2006) descreveram a presenca de esferocristais de calcio no
corpo gorduroso e no intestino médio do milipede Rhinocricus padbergi; sdo estruturas
com uma disposi¢do concéntrica de material, que consiste principalmente de carbonato
de calcio. Crane e Crowden (1968) descreveram que os esferocristais sdo compostos
conjugados de uma matriz organica com sais de célcio cristalizado, formando corpos
com ané€is concéntricos. Petit (1970) mostrou que esses corpos concéntricos sao
compostos principalmente de fosfato e carbonato de calcio associados a uma rede de
proteinas, que ficam acumulados nas cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso.

Sendo assim, sugere-se que os esferocristais encontrados nas células da vesicula
glandular de U. atrobrunneus, podem apresentar diferentes conteudos. Alguns dos
esferocristais apresentaram a morfologia descrita para estruturas com urato (LOCKE,
1984; FONTANETTI et al.,, 2006); outros apresentaram a morfologia tipica de
esferocristais que possuem célcio em sua constituicdio (FONTANETTI; CAMARGO-
MATHIAS, 2004), elemento detectado na andlise histoquimica.

Qual seria a real funcdo destas estruturas nas glandulas de defesa de U.
atrobrunneus? Duas hipoteses podem ser sugeridas: 1) o contetido dos esferocristais
seria langcado para compor a secre¢do defensiva, ou 2) a liberacdo destes elementos seria
uma forma de excre¢do, uma vez que estas substancias estdo em constante contato com
o animal que vive no solo. As andlises realizadas neste trabalho ndo permite afirmar
qual dessas hipoteses seria a mais provavel.

Acredita-se que os compostos que formam o liquido final da secre¢dao defensiva
estejam armazenados em formas cristalinas, uma vez que sdo compostos com

propriedades extremamente nocivas. A prepara¢ao do fluido ocorre no momento em que
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ha o estimulo para ser descarregada a secre¢dao, os compostos armazenados na forma de
cristais e nas vesiculas sdo disponibilizados e misturados no interior da vesicula

glandular sendo conduzidos até o poro que se abre externamente através do ducto.
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Legendas

Figura 1: Micrografias eletronicas das glandulas de defesa de U. atrobrunneus.

A. glandulas de defesa dispostas nos segmentos do corpo do milipede; B. detalhe da
glandula de defesa envolta pelos feixes de fibras musculares; C. Vista geral da glandula
inteira (reservatorio + ducto); D. Detalhe da superficie da glandula.

d: ducto; fm: fibras musculares; gd: glandula de defesa; s: segmento; vg: vesicula
glandular.

Figura 2: Sec¢des histologicas da glandula de defesa de U. atrobrunneus coradas com
hematoxilina/eosina. A. Vista geral da glandula; B. Vesicula glandular; C. Detalhe da
anterior; D e E. Camadas da cuticula; F. Detalhe do ducto da glandula.

c: cuticula; cg: células glandulares; cgp: corpo gorduroso parietal; d: ducto; 1: limen; n:
nucleo; v: vactiolo; vg: vesicula glandular; seta em B e C: canaliculos presentes por
entre as células glandulares; seta em D: canais-poro.

Figura 3: Sec¢des histologicas da glandula de defesa de U. atrobrunneus. A. Vesicula
glandular; B. Detalhe da anterior; C: Ducto; D e E. Esferocristais. A, B, C. Submetidas
as técnicas de azul de bromofenol; C, D. Submetida a técnica de von Kossa.

c: cuticula; c-: célula clara; c+: célula escura; d: ducto; e: epitélio; es: esferocristal; I:
limen.

Figura 4: Micrografias eletronicas da glandula de defesa de U. atrobrunneus. A e B.
Vista geral da vesicula glandular; C. Células preenchidas por granulos protéicos e por
células preenchidas por esferocristais; D. Reticulo endoplasmatico rugoso; E e F.
Canaliculo/End apparatus.

c: cuticula; cl: célula classe 1; c3: célula classe 3; ea: end apparatus; es: esferocristal,;
ca: canaliculo; j: juncdo celular; 1: limen; lb: 1amina basal; g: granulo de proteina; mi:
mitocondria, mv: microvilosidade; n: nucleo; rer: reticulo endoplasmatico rugoso.
Figura 5: Micrografias eletronicas da glandula de defesa de U. atrobrunneus. A, B e C.
Cuticula da vesicula glandular; D. Detalhe da anterior; E. Ducto; E. Cuticula do ducto.
c: cuticula; cl: célula classe 1; ca: canal; fm: figura mielinica; es: esferocristal; j: jungdo
celular; lamen; lb: la&mina basal; n: nucleo; cp: canal-poro; s: secrecdo; sc: espago

subcuticular.
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Figura 3
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Abstract

Diplopods are important soil macroarthropods and essential for ecosystem
maintenance and balance. These animals live under logs, rocks, leaves, dark places, feed
on decomposing organic matter, and enrich, aerate, and humify the soil. They do not
occur in high densities, but some environmental disturbances, such as climate changes
and pesticide use, can trigger population explosions. They have few natural enemies due
to their integument impregnated with calcium and defensive or repugnatorial glands that
secrete toxic substances with strong and unpleasant odor when the animal is disturbed.
The millipede Urostreptus atrobrunneus Pierozzi & Fontanetti, 2006 has been found
infesting areas in urban centers in the of S3o Paulo state, Brazil, and has become a
nuisance to human populations. Because of its close contact with humans, information

on the defensive mechanisms of this species is needed. As a contribution to
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understanding this potential “pest”, this study reports on the compounds present in the
secretion of the defensive glands of the millipede U. atrobrunneus, analyzed by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The defensive secretion of U.
atrobrunneus consists of mainly benzoquinones, benzaldehydes and their isomers,

commonly found in others members of the order Spirostreptida.

Keywords: chemical defense, defensive glands, GC-MS, benzoquinones.

Introduction

The millipede Urostreptus atrobrunneus Pierozzi & Fontanetti, 2006
(Spirostreptidae) is a synanthropic species that has received much attention from
researchers due to its high proliferation rate in some urban centers in the Sdo Paulo
state, Brazil (BOCCARDO, 1998;FONTANETTI et al., 2007).

Diplopods usually do not have occur in high densities, but some studies have
reported that environmental disturbances, such as climate changes and the use of
pesticides that eliminate competitors, can trigger population explosions (CLOUDSLEY -
THOMPSON, 1950; NIIJIMA; SHINOHARA, 1988; BOCCARDO et al., 1997, 2002;
KANIA; TRACZ, 2005; FONTANETTI et al., 2010).

Diplopods are animals with few natural enemies, due to its resistant exoskeleton
that make them unpalatable, and the presence of defensive or repugnatorial glands that
secrete substances with strong and unpleasant odor when the animal is disturbed
(RUPPERT et al., 2005).

Most millipedes are slow moving animals that cannot flee to avoid attacks.
Therefore they use physical or chemical defensive methods, such as coiling up or
excreting fluids from defensive glands (MEINWALD et al., 1966).

Defensive glands are present in most millipedes, except in members of the
subclass Penicillata, and of the orders Sphaerotheriida and Chordeumatida. There is
usually only one pair of defensive glands per segment, suggesting that they evolved
after the development of diplosegments (HOPKIN; READ, 1992).

The primary role of the defensive secretion produced by these millipedes is to
provide protection against predators, as it has anesthetic properties. The secondary role
of the defensive secretion may be antimicrobial and antifungal (MARAKOV et al.,
2010).
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The description of defensive glands of millipedes is an important tool for the
classification of taxonomic groups, as well as species identification. Individuals from
the same family exhibit similar gland apparatus, although the composition of the
secretion present in the gland can differ considerably (WU et al., 2007).

Therefore, millipedes can be characterized according to the substance they
discharge from their defense glands. Benzoquinones are commonly found in the
secretion of members of the orders Julida, Spirobolida, and Spirostreptida. Millipedes
that excrete phenols belong to the order Callipodida, while those that release cyanogenic
compounds to the order Polydesmida, quinazolinones to the order Glomerida, and
alkaloids to the order Polyzoniida (EISNER et al., 1996).

Several compounds have been identified in the different orders of millipedes,
including benzoquinones and hydroquinones, phenols, benzoic acid, benzaldehyde, and
alkaloids (EISNER et al., 1998; DEML; HUTH, 2000, KUWAHARA et al., 2002;
ARAB et al., 2003; WU et al., 2007, MARAKOV et al., 2010). Since the secretion
composition varies depending on the species, the presence of iodine, chlorine, and
cyanide have also been reported. The latter is produced when necessary, by mixing an
atoxic precursor and an enzyme that when released, has an odor resembling bitter
almonds, a toxic compound for invertebrates and repellent to small vertebrates (ARAB
etal., 2003; KUWAHARA et al., 2002; RUPPERT et al., 2005).

Many studies have examined the compounds in the secretion of the defensive
glands of millipedes, indicating that they can cause strong irritation of the skin and
mucous membranes of eyes and nose in humans (WU et al., 2007). Injuries, such as
burns, involving these animals have been reported (GIRARDIN; STEVESON, 2002).
Despite the lack of evidence of human deaths by millipedes (known for killing lizards),
their secretion can cause considerable discomfort when in contact with a sensitive skin,
causing pigmentation, inflammation, and blindness when in contact with the eyes
(LIMA et al., 2010; HADDAD JUNIOR et al., 2000).

The species U. atrobrunneus is a potential pest in urban centers of the state of
Sdo Paulo and information on the compounds present in the defensive glands of this
species is of special interest, since the contact with the human population or even with
other animals can cause injuries. Thus aim of this work is to characterize the contents of
the defensive secretion of the millipede by gas chromatography mass spectrometry (GC-

MS).
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Material and methods
1.1 Secretion extraction from the defensive gland

Adult specimens of U. atrobrunneus were collected in the suburbs of the city of
Rio Claro, Sdo Paulo, Brazil. The animals were acclimated and maintained alive in a
terrarium for secretion extraction.

For the extraction of the contents of the defensive gland, each diplopod was
placed individually in a petri dish. The stress necessary for the animal to release the
content of its defense glands was caused by manipulating the animal with the aid of
forceps. The secretions were collected with filter paper and placed in vials with the

solvent dichloromethane. Vials were stored for elution with solvent and later analysis.

1.2 Gas chromatography-Mass spectrometry (GC-MS)

Prior to the analysis of the material, a blank sample was run, consisted of
dichloromethane and a clean filter paper, the same used for absorbing gland secretions,
to eliminate the possibility of contamination.

Samples were analyzed by gas chromatography — mass spectometry. Gas
chromatography was carried out with a GC2010 Shimadzu with AOC-20i automatic
injector and a 30 m x 0.5 mm RTX-5MS Restec column. Mass spectrometry was
performed with a GCMS-QP2010 Shimadzu Plus. The results were analyzed with the
software Labsolution GCMS solution 2.53 sui, database NIST MS search 2.0 (NIST 8).

Chromatographic conditions: 1 pL of the sample was injected into the
chromatograph, the initial temperature of the column was 80°C, the injector temperature
was 290°C, the injection mode was splitless with sample time of 1 minute, the flow
control mode was linear velocity (50 cm/sec). The temperature program was as follows:
80°C held for 3 minutes, 10°C/min to 270°C held for 5 minutes, total time: 27 minutes.

Mass spectrometric conditions: the ionization chamber temperature was 230°C,
interface temperature was 270°C, the solvent cut time was 3 minutes. The mass range in
full scan acquisition mode was 40 - 550 m/z. The mass spectra were obtained by

electron impact ionization at 70 eV.

Results
Eighteen compounds were identified in the defensive secretions of the species U.

atrobrunneus by GC-MS.
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The extraction with dichloromethane allowed the identification of
benzoquinones and its variations, hydroquinones and precursors, phenols and acetic
compounds. The compounds were identified using the NIST database.

The peaks identified in the chromatogram (Fig. 1) represented the following
compounds: (1) p-benzoquinone, 2-methyl, (2) p-benzoquinone, 2-methyl, (3) 2,5,5-
trimethyl -2-cyclohexenone, (4) Unidentified compound, (5) (Phenylthio) acetic acid,
undec-2-enyl ester, (6) 1,4-benzenediol, 2-methyl, (7) 2,4,6,(1H,3H,5H)-
pyrimidinetrione, 5-acetyl, (8) benzaldehyde, 3-(chloroacetoxy)-4-methoxy, (9)
cyclobutane, 1,1,2,3,3-pentamethyl, (10) dimethyl phthalate, (11) and (12) unidentified
compounds, (13) N-[4-(ethyl-methyl-amine)-phenyl]-acetamide, (14) 4-
propylbenzaldehyde diethyl acetal, (15) phenol, 2-(1-methyl-2-butenyl)-4-methoxy,
(16) 3-buten-2-one, 4-(2,6,6-trimethyl-1-cyclohexen-1-yl), (17) and (18) diethyl
phthalate.

Based on the identification, the compounds (10), (11), (12), (17), and (18) are
substances present in the solvent used during extraction.

Table 1 presents the relative percentage of the most important compounds (and

their isomers) found in the defensive secretion of the millipede U. atrobrunneus.
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Figure 1. GC-MS total chromatogram of the dichloromethane extract of the defensive secretion of U. atrobrunneus.



82

Tabela 1: Relative percentage of the most important compounds (and isomers) identified by GC-MS.

Peak Retention time Relative Compound
percentage
le2 4,307 min 57,88% p-Benzoquinone/ 2,5-cyclohexadiene-1,4-dione- 2-methyl
3 6,092 min 0,04% Trimethylcyclohex-2-enone/ 2,5,5-trimethyl-2-cyclohexen-1-one
5 9,157min 1,32% Phenylthio acetic acid/ undec-2-enyl ester
6 9,450min 4,66% 1,4-Benzenediol/(hidroquinone)
7 9,867 0,31% 2,4,6,(1H,3H,5H)-Pyrimidinetrione 5-acetyl/5-acetil, 2,4,6(1H,3H,5H)-pirimidinatriona 5-acetil
8 10,134min 20,26% Benzaldehyde/3-(chloroacetoxy)-4-methoxy
9 10,459min <0,08 Cyclobutane, 1,1,2,3,3-pentamethyl

13 12,108min 0,14% N-[4-(Ethyl-methyl-amino)-phenyl]-acetamide
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Discussion

The compounds identified in the defensive secretion of U. atrobrunneus are
commonly found in members of the order Spirostreptida, to which this species belongs.
The main compound is benzoquinone and its precursors. Studies have reported that the
presence of benzoquinone in the defensive secretion of millipedes confers anesthetic,
antimicrobial, and antifungal properties, in addition to being highly irritant and insect
repellent (MARAKOV et al., 2010).

Quinones and their precursors are components of the secretion of other
millipedes known to produce them such as species of the orders Spirobolida,
Spirostreptida, and Julida (HOPKIN; READ, 1992).

Several studies have analyzed the defensive secretions of diploods by GC-MS,
reporting new compounds, as well as the identification of previously described ones,
and their occurrence in other diplopods.

Attygalle et al. (1993) identified the presence of six quinones in the defensive
secretion of the millipede Floridobolus penneri (Spirobolida). Two were identified as
the main compounds, 2-methyl-1,4-benzoquinone and 2-methoxy-3-methyl-1,4
benzoquinone, representing 95% of the secretion. The remaining compounds were: 2,5-
dimethyl-3-methoxy-1,4 benzoquinone, which was characterized as an new natural
product, 2,3-dimethoxy-1,4 benzoquinone, 2,3-dimethoxy-5-methyl-1,4 benzoquinone,
and 2-hydroxy-3-methyl-1,4 benzoquinone. The latter was experimentally characterized
from a microbial source. No differences in secretion composition were found between
males and females. The authors observed that flies that infest F. penneri seemed to be
attracted by the quinoid secretion of its host (ATTYGALLE et al., 1993). In the present
study, the analysis of the secretion of U. atrobrunneus revealed that some compounds,
such as benzoquinones, are the same as those found in F. penneri and might play similar
roles.

The presence of benzoquinones in several organisms is well known. Several
benzoquinones have been characterized from plants, microorganisms, and animals such
as sea urchins, soft corals, and sponges (EISNER et al., 1978; BLUM, 1981). The
natural role of these compounds is often obscure, although in some cases they play
antimicrobial and/or antifeedant roles (ATTYGALLE et al., 1993).

Among terrestrial animals, 1,4 benzoquinones are usually produced by

arthropods, including millipedes and a wide variety of insects and arachnids. There
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seems little doubt that in these animals, quinones serve to repel predators (EISNER et
al.,1978).

The European species Glomeris marginata produces quinazolinones, which
belong to the same class of compounds of the synthetic drug Quaalude, a powerful
sedative. When exposed to this defensive chemical, wolf spiders become sedated after
an encounter with Glomeris marginata (CARREL; EISNER, 1984).

There are records in the literature that monkeys and other animals anoint their
bodies with the defensive secretion of millipedes to repel mosquitoes and other
ectoparasites. This implies some risks, since benzoquinones are toxic and carcinogenic.
However, the authors suggest that the immediate benefits to monkeys outweighs long-
term risks (VALDERRAMA et al., 2000).

When in contact with human skin, the expelled liquids and vapors cause a
burning sensation, resembling a minor burn. The site becomes instantly hyperchromic,
with colors ranging between light yellow and dark brown, due to the action of quinones.
Prolonged contact with the animal (trapped in clothes, for example) can result in more
severe lesions, formation blisters, and exulceration. The inflammatory process is always
present, even in minor hyperchronic lesions, and the hyperpigmentation can persists for
months. The rare incidents with humans involved children and professionals collecting
these animals for research without proper care (LIMA et al., 2010; HADDAD JUNIOR
et al., 2000).

When secretions of millipedes get in contact with the eye mucosa, serious
injuries may occur, resulting in conjunctivitis and corneal ulceration. Musgrave (1943)
reported an injury that evolved into complete loss of sight within seven days.

The defensive secretions of some polydesmid millipedes exhibited antifungal
activity, suppressing mycelial growth and germination of fungal spores exposed to ten
different millipedes isolated from adjacent soils. A group of compounds was termed
system I, which were identified from members of the Xystodesmidae family. It
consisted of benzaldehyde, benzoic acid, benzoyl cyanide, methyl benzoate, and
mandelonitrile. Benzoic acid and benzoyl cyanide were the best inhibitors of mycelial
growth and spore germination at the concentrations of 250, 500 or 1000mg/ml. A
mixture of four defensive compounds (total of 125mg/ml) decreased spore germination
more efficiently than individual compounds, apparently acting synergistically. The
mixtures that resulted in ethyl benzoate, guaiacol, and phenol were termed by the

authors as system II for the species Oxidus gracilis. In spore germination tests, phenol
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caused maximum inhibition at the concentrations of 500 to 1000mg/mL, while other
compounds were less efficient. The mixture of defensive compounds did not improve
the suppression of germination of spores (RONCADORI et al., 1985).

Similar tests have not been conducted with the defensive secretion of the
millipede U. atrobrunneus. However, the presence of compounds with phenol in its
secretion suggest a role in protecting the animal from microorganisms, as observed by
Roncadori et al. (1985).

Arthropods share many characteristics, and the same occurs with the contents of
their defensive glands. The defensive compounds produced by these animals are very
similar.

Laboratory studies have demonstrated the repellent properties of the defensive
secretion of opiliones. Lima et al. (2007) analyzed the antimicrobial activity of the
repellent liquid from two species of opiliones. The authors reported that the pair of
defensive glands of these animals produce a repellent secretion composed of alcohols,
aldehydes, ketones, phenols, and quinones, in isolation or combined. These are highly
volatile compounds and irritable to invertebrates and vertebrates, such as ants, spiders,
and frogs. These classes of compounds, also found in the defensive secretion of U.
atrobrunneus, may have similar roles.

The analysis of repellent secretions of the species Goniosoma albiscriptum
revealed the presence of three benzoquinones: 2, 3-dimethyl-1,4-benzoquinone, 2-ethyl-
3-methyl-1,4- benzoquinone and 2, 3, 5-trimethyl-1,4-benzoquinone, and two
hydroquinones: 2,3-dimethyl- hydroquinone and 2, 3, 5-trimethyl-hydroquinone. Thus
the repellent liquid consisted mostly of derivatives of 1,4- benzoquinone and their
corresponding hydroquinones. These quinones had a potent antimicrobial activity for
Gram positive and negative bacteria, as well as fungi (LIMA et al., 2007).

Ruther et al. (2001) described growth inhibition in E. coli in the presence of 1,4-
benzoquinone and 2-methyl-1,4- benzoquinone (toluquinone) isolated from the
defensive secretion of the beetle Melolontha hippocastani. The authors also pointed out
that 1,4- benzoquinone plays a role not only in defense, but is also involved in sexual
communication. The evolution of multifunctional semiochemicals is relatively common
among arthropods (BLUM, 1996).

The involvement of defensive secretion in sexual behavior has been reported in

Heteroptera (SMITH et al., 1991), Coleoptera (PESCHKE; METZLER, 1982), and
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Hymenoptera (HOLLDOBLER, 1971). The same may occur in millipedes, since 1,4
benzoquinone is the main compound of defensive glands of several species.

Our findings on the composition of the secretion discharged by U. atrobrunneus
provided insights to better understand the effects that these defensive compounds may
have, since they are known to be strong repellents to invertebrates and vertebrates, and
cause irritation to the human skin and mucosa. The chemistry of the volatile compounds
found in this species are very similar to those of other species of diplopods, as well as
arthropods, demonstrating that these animals have similar defensive strategies against
predators and/or infectious agents.

In U. atrobrunneus, the most relevant compounds were benzoquinones and
benzaldehydes. According to the literature, these compounds play important roles in
warding off predators, due to the high toxicity conferred by n-heterocyclic rings, in
addition to protection against microbial contamination. The remaining compounds in

smaller quantities might have a synergistic effect, maximizing their corresponding roles.
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6. CONCLUSOES FINAIS
Diante das andlises realizadas com as glandulas de defesa do milipede U.

atrobrunneus, pode-se concluir que:

- Os milipedes possuem diversos mecanismos de defesas, os quais podem ser
classificados como fisicos e quimicos. Os fisicos estdo relacionados ao comportamento
do animal diante de um ataque ou ameaga de predador: a) considerando sua forma lenta
de locomocgao, os milipedes podem enrolar-se, ficando imdveis por um tempo, com o
intuito de enganar o predador; b) algumas espécies podem contrair o corpo
violentamente, realizando movimentos de serpente; c) as espécies desprovidas de
glandulas de defesa lancam cerdas rigidas em dire¢do ao predador; d) o ato de defecar
quando irritados; €) o exoesqueleto calcificado confere uma barreira fisica contra os

predadores, na medida em que torna estes animais impalataveis.

- Os mecanismos de defesa classificados como quimicos residem: a) na presenga da
glandula de defesa; b) na coloracdo aposematica, pois embora seja visual, este ¢ um
mecanismo fisiolégico que sinaliza que os fluidos defensivos do animal sdo muito
perigosos para o predador; ¢) na bioluminescéncia, um recurso utilizado por um género

especifico, que confere uma protecao adicional ao fluido defensivo.

- As analises morfologicas da glandula permitiram identifica-la como uma glandula tipo
2, que segundo a classificagdo proposta por Eisner et al. (1978) especificamente para
glandulas de diplopodos, pois ¢ uma estrutura relativamente simples, um saco esférico
dotado de um ducto condutor que se abre no poro localizado na lateral do corpo do
animal. Este tipo glandular é comumente encontrado nos representantes da ordem
Spirostreptida. A por¢do glandular ¢ composta por um epitélio formado por células
glandulares pertencentes a classe 1 e classe 3, segundo a classificagdo proposta por
Noirot e Quennedy (1974, 1991) para células glandulares em insetos. Essas células

apresentam contetido protéico e grande quantidade de esferocristais em seu citoplasma.

- Os compostos presentes na secre¢do defensiva do milipede U. atrobrunneus foram
condizentes ao que se espera para a ordem, pois por meio da cromatografia gasosa
acoplada 4 espectrometria de massas (GC-MS), os compostos encontrados de maior

expressividade foram benzoquinonas e benzaldeidos, bem como os isomeros destes
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compostos. Os efeitos que a secre¢ao defensiva provoca no predador sao decorrentes
das propriedades que esses compostos apresentam, ou seja, forte repeléncia e odor
desagradavel, que causa incomodo e irritacdo na mucosa em casos de contato com

humanos.

- A secrecdo defensiva dos milipedes compartilha de muitas semelhangas com as
secrecoes defensivas de outros artropodes, ou seja, este grupo utiliza praticamente as
mesmas substancias toxicas e volateis para repelir predadores e se proteger. Existe
semelhanga também quanto ao aparelho glandular, o qual na maioria das vezes ¢ uma

estrutura sacular provida de um ducto.

- Sugere-se que os compostos produzidos pelas células sejam armazenados na forma de
cristais e disponibilizados somente no momento em que ha a necessidade de produgao
da secre¢do, uma vez que os compostos da secrecdo defensiva sdo muito tdxicos e ndo ¢é
interessante que o organismo do animal armazene esses compostos em sua forma

volatil.
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